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Zusammenfassung Mikroorganismen haben im Laufe ihrer Evolution zur Anpassung an ihren Lebensraum eine Vielfalt an strukturell diversen und zum Teil sehr komplexen Metaboliten entwickelt. Diese verschaffen ihnen Vorteile gegenüber anderen Bewohnern ihrer Umwelt. Die Nutzung dieser Substanzen führte zur Entwicklung von Antibiotika, Immunsuppressiva und Zytostatika. Hierbei zeigen sich besonders die Enzymklassen der Polyketidsynthasen (PKS), nichtribosomalen Peptidsynthetasen (NRPS), NRPS/PKS-Hybride und NRPS-ähnliche Enzyme für die Synthese der Grundgerüste der Sekundärmetabolite verantwortlich. Die so entstandenen Substanzen können durch andere Enzyme (tailoring enzymes) wie beispielsweise Methyltransferasen oder Prenyltransferasen weiter modifiziert werden, wodurch oftmals die biologische Aktivität gesteigert wird. Zur fermentativen, semisynthetischen oder chemoenyzmatischen Herstellung dieser Naturstoffe und deren Derivate ist ein detailliertes Wissen der Biosynthese der beteiligten Enzyme Voraussetzung. Obwohl die individuellen Domänen von NRPS und PKS inzwischen biochemisch und strukturell sehr gut untersucht sind, ist das Verständnis für die Interaktion der Domäne und die ablaufenden Mechanismen noch sehr gering. Da sich einfache Systeme wie die NRPS-ähnlichen Enzyme leichter untersuchen lassen, sollten in der vorliegenden Arbeit alle NRPS-ähnlichen Enzyme mit einer A-T-TE Enzymstruktur aus Aspergillus terreus (A. terreus) und ein weiteres aus Chaetomium globosum (C. globosum) charakterisiert werden. Zunächst sollten die NRPS-ähnlichen Gene apvA, melA, atrAAt, pgnA aus A. terreus mit der eigenen Promoter- und Terminatorsequenz heterolog in Aspergillus nidulans exprimiert werden. Obwohl eine Integration für melA und atrAAt ins Genom beobachtet wurde, konnte in den Ethylacetatextrakten der Kulturüberstände kein Produkt nachgewiesen werden.  Für die Expression der NRPS-ähnlichen Gene in Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) sollten die Gene von cDNA bzw. gDNA amplifiziert werden. Hierdurch konnte die Exon-Intron Struktur für apvA, melA, btyA und atrAAt korrigiert werden. Des Weiteren konnte die Domänen Architektur für das putative NRPS-ähnlich Gen atrAAt, das laut der NCBI-Datenbank nur aus einer A- und einer T-Domänen bestand, durch die Amplifikation von cDNA zu einer A-T-TE-Struktur korrigiert werden. Die NRPS-ähnlichen Gene haben etwa eine Größe von 2763-2874 bp und kodieren entsprechend für 920-958 AS lange Proteine. Eine Expression der sieben NRPS-ähnlichen Gene in S. cerevisiae führte zu den fünf Produkten Aspuvinon E, Butyrolacton IIa, Atromentin, Phenguignarsäure und Didemethylasterrichinon D. Die Produkte wurden extrahiert und die Strukturen mittels 
 
Massenspektrometrie und NMR-Spektroskopie aufgeklärt. Auf einem Liter Kultur konnten für Aspulvinon E und Phenguignarsäure eine Produktion von 13 bzw. 15 mg und für Butyrolacton IIa sogar bis zu 35 mg berechnet werden.  In anschließenden Versuchen zur Isolierung der NRPS-ähnlichen Proteine stellte sich heraus, dass Affinitäts-Tags am C-Terminus die Enzymaktivität stark hemmt. Ein N-terminaler His6-Tag hatte hingegen keinen negativen Einfluss auf die Aktivität. Anhand des Proteinnachweises mit Hilfe eines Western Blotes wurde der optimale Zeitpunkt für die Isolierung auf etwa 16 Stunden nach der Induktion der Proteinexpression durch Galaktose festgestellt. Die rekombinanten Proteine konnten mit einer Konzentration von etwa 1 ml/l Kultur aufgereinigt werden. Allerdings konnte keine katalytische Aktivität nachgewiesen werden. Für ein alternatives Expressionsystem in Escherichia coli wurden die NRPS-ähnlichen Gene sowie das Phosphpantethenyltransferase Gen npgA in die Vektoren pQE60 und pET28a(+) kloniert. Die Expression konnte aus Zeitgründen nicht mehr durchgeführt werden. Die A-T-TE Domänen der NRPS-ähnlichen Enzyme bilden theoretisch autonome Einheiten, die zwischen den Enyzmen ausgetauscht werden können. Um diese Theorie zu überprüfen und um zusätlich für die NRPS-ähnlichen unnatürliche Produkte zu generieren, sollten die das Substrat aktivierenden A-Domänen mit den TE-Domänen, die für Dimerisierung verantwortlich sind, kombiniert werden. Dafür wurden die A-Domänen von Pgna, ApvA, AstA und AtqA, die Phenyl-; 4-Hydroxy-bzw. Indolpyruvat aktivieren, mit der TE-Domäne von AvpA, BtyA, PgnA, AtrAAt bzw. AstA rekombiniert. Die T-Domäne wurde jeweils von einem der ursprünglichen Enzyme übernommen. Insgesamt wurden 34 Konstrukte hergestellt, die zur Expression in S. cerevisiae verwendet wurden. Für 22 konnten die erwarteten Produkte nachgewiesen und anhand der [M+H-] - Ionen und deren Fragmentierungen sowie NMR-Spektroskopie aufgeklärt werden. So konnten Indolbutyrolacton und Indolguignarsäure synthetisiert werden, welche zuvor noch nie in der Literatur beschrieben worden waren.  Weiterhin ist bekannt, dass die durch die NRPS-ähnlichen Enyzme hergestellten Produkte oft nur das Grundgerüst für Sekundärmetabolite bilden. Daher wurde die nähere genetische Umgebung der NRPS-ähnlichen Gene untersucht. Es wurden 4 Prenyltransferasegene identifiziert, die zur Ko-Expression mit den NRPS-ähnlichen ausgewählt wurden. Leider konnte das prenylierte Produkt in den Transformaten der Bäckerhefe nicht detektiert werden.   
 
Summary In the course of their evolution, microorganisms have developed a variety of structurally diverse and sometimes very complex metabolites to adapt to their habitat. These give them advantages over other inhabitants of their environment. The use of these substances led to the development of antibiotics, immunosuppressants and antitumor agents. The backbone structures of these substances are often synthesized by the enzyme classes of polyketide synthases (PKSs), nonribosomal peptide synthetases (NRPSs), NRPS / PKS hybrids and NRPS-like enzymes. The resulting structures can be further modified by other tailoring enzymes such as methyltransferases or prenyltransferases, which often increases the biological activity. A detailed knowledge of the biosynthesis and of the involved enzymes is a prerequisite for the fermentative, semisynthetic or chemoenzymatic production of these natural substances and their derivatives. Although the individual domains of NRPS and PKS have biochemically and structurally been investigated, understanding of the interaction of the domain and the mechanisms involved is still very poor. Since simple systems like the NRPS-like enzymes can be investigated more easily, the NRPS-like enzymes with an A-T-TE architecture from Aspergillus terreus (A. terreus) and another from Chaetomium globosum (C. globosum) will be characterized in the present work.  First, the NRPS-like genes apvA, melA, atrAAt, pgnA from A. terreus with their own promoter- and terminator-sequence should be analysed by heterologous expression in Aspergillus nidulans. Although an integration for melA and atrAAt into the genome was observed, no product could be detected in the ethyl acetate extracts of the culture. For the expression of the NRPS-like genes in Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae), cDNA or gDNA was used for the amplification of the genes. This made it possible to revise the exon-intron structures for apvA, melA, btyA and atrAAt. Furthermore, the domain architecture of the putative NRPS-like gene atrAAt, which according to the NCBI database only consisted of one A and one T domains, could be corrected by amplifying cDNA to  an A-T-TE structure. The NRPS-like genes have a size of 2763-2874 bp and accordingly code for proteins of 920-958 aa. Expression of the seven NRPS-like genes in S. cerevisiae led to the five products aspuvinone E, butyrolactone IIa, atromentine, phenguignardic acid and didemethylasterrichinone D. The products were extracted and the structures were determined by means of mass spectrometry and NRM spectroscopy. For aspulvinone E and phenguignardic acid, a production of 13 and 15 mg/l and for butyrolactone IIa even up to 35 mg/l could be calculated on one liter of culture.  
 
In subsequent attempts to isolate the NRPS-like proteins, it turned out that affinity tags at the C-terminus strongly inhibit enzyme activity. In contrast, an N-terminal His6 tag had no negative influence on the activity. On the basis of the protein detection by Western blot, the optimal point in time for isolation was determined to be around 16 hours after the induction of protein expression by galactose. The recombinant proteins could be purified with a concentration of about 1 ml/l culture. However, no catalytic activity could be detected. To test an alternative expression system, the NRPS-like genes and the phosphpantethenyltransferase gene npgA were cloned into the vectors pQE60 and pET28a (+) for the expression in Escherichia. Due to time limits the gene expression and protein isolation could no longer be carried out.  The A-T-TE domains of the NRPS-like enzymes theoretically form autonomous units that can be exchanged between the enzymes. In order to test this theory and in addition to generate unnatural products, the substrate-activating A domains were combined with the TE domains, which are responsible for the dimerisation. For this purpose, the A domains of Pgna, ApvA, AstA and AtqA for activation of phenyl-, 4-hydroxy or indole pyruvate, were recombined with the TE domain of AvpA, BtyA, PgnA, AtrAAt and AstA, respectively. The T domain was taken over from one of the original enzymes. A total of 34 constructs were prepared in this way which were used for expression in S. cerevisiae. 22 of the expected products could be detected. The structure was elucidated on the basis of the molecular ions and their fragmentation as well as NMR spectroscopy. In this way, indole butyrolactone and indole guignaric acid could be obtained, which had never before been described in the literature. It is also known that the products of the NRPS-like enzymes often only form the basic structure for secondary metabolites. Therefore, the genetic environment of the NRPS-like genes was investigated. 4 prenyltransferase genes were identified which were selected for co-expression with the NRPS-like ones in S. cerevisiae. Unfortunately, the prenylated product could not be detected in the baker's yeast transformants.  
 
1. Einleitung 
 Seit Jahrtausenden verwenden die Menschen Stoffe aus der Natur als Heilmittel, Gifte, Duftstoffe oder Färbemittel. Noch heute ist der Haupteinsatzort der Schimmelpilze in der Industrie die Fermentation von Lebensmitteln. Beispielsweise werden Aspergillus oryzae und Aspergillus soja schon seit über 1500 Jahren bei der Herstellung von Sojasauce oder Sake und Saccaromyces cerevisiae zur Produktion von Brot, Bier und Wein (Kück et al. 2009) verwendet. Ab 1928 rückten, durch die Entdeckung des -Lactam Antibiotikums Penicillin, besonders die aus Mikroorganismen extrahierten Naturstoffen in den Fokus der Forschung. In den letzten Jahren ist durch die Entwicklung von modernen und kosteneffizienten Sequenzierungstechnologien sowie bioinformatische Programmen zur Analyse der Genome die Möglichkeit der Identifikation von Naturstoffe besonders in den filamentösen Pilzen rapide gestiegen (Clevenger et al. 2017; Keller 2019; Ren et al. 2017). Im Reich der Pilze stellen die Ascomyceten (Schlauchpilze) mit rund 64.000 bekannten Arten die größte Abteilung dar (Moore et al. 2011). Hochrechnungen lassen jedoch vermuten, dass es etwa 2,5 Millionen Arten im Pilzreich und somit etwa 300.000 Ascomyceten gibt (Hawksworth and Lucking 2017). Diese wachsen entweder als einzellige Hefen oder bilden ein Mycel aus. Die meisten Ascomyceten ernähren sich saprotroph aber es sind auch biotrophe und nekrotrophe Parasiten (z.B. echter Mehltau) bekannt. Einige wenige Arten leben aber auch in Symbiose mit Algen oder Pflanzen und bilden auf diese Weise Flechten bzw. Mykorrhiza (z.B. echte Trüffel).  Ihren Namen tragen die Ascomyceten, da die sexuelle Sporen in den schlauchähnlichen Asci produziert werden (teleomorphe Fortpflanzung) (Bennett and Turgeon 2016). Die asexuelle (anamorphe) Fortpflanzung erfolgt über die durch mitotische Teilung entstehenden Konidiosporen (Kück et al. 2009). Die Morphologie der teleomorphen und anamorphen Stadien unterscheidet sich teilweise sehr stark voneinander. Erst durch moderne molekulargenetische Analysen konnten diese früher als Fungi imperfecti oder Deuteromycestes bezeichneten Stadien zweifelsfrei einer Art zugeordnet werden. Ascomycota werden in drei Unterabteilungen gegliedert: Taphrinomycotina, die Saacharomycotina (mit den Echten Hefen) und die Pezizomycotina (Echte Schlauchpilze). Den Pezizomycotina werden auch die Gattungen Aspergillus und Chaetomium zugeordnet, welche einen wesentlichen Bestandteil dieser Arbeit bilden und in den nachfolgenden Kapiteln näher beschrieben werden. 
 
 Die Gattung Aspergillus gehört zur Familie der Aspergillaceae innerhalb der Ordnung der Eurotiales. Derzeit werden der Gattung etwa 450 Arten zugeordnet, die in sechs Untergattungen (Aspergillus, Circumdanti, Fumigati, Nidulantes, Cremei und Polypaecilum) und 27 Sektionen eingeteilt werden (Houbraken et al. 2020). Aufgrund der Form ihrer Konidiophoren (Konidienträger) wird die Gattung umgangssprachlich auch als Gießkannenschimmel bezeichnet. Die Konidiophoren werden aus Hyphen gebildet und stehen senkrecht vom Mycel ab (Abbildung 1-1). Sie enden in einer vesikelartigen Struktur, auf der je nach Species entweder direkt die Phialiden befestigt sind oder das Vesikel ist mit Metulae besetzt, die Bündel aus Phialiden tragen. Die Phialiden schnüren letztlich Ketten von Konidien ab, die nach völliger Reife freigesetzt werden (Kück et al. 2009). Wichtiger Vertreter der Gattung in der Industrie sind vor allem Aspergillus niger als Produzent der Zitronensäure (Amato et al. 2020) und Aspergillus terreus, auf den im folgenden Kapitel (1.1.1.1) näher eingegangen wird. In der Medizin ist Aspergillus fumigatus als häufigster opportunistischer Erreger der invasiven Aspergillose zu nennen (Vahedi and Lass-Florl 2019).   Die Gattung Chaetomium gehört zur Familie der Chaetomiaceae innerhalb der Ordnung der Soridariales. Inzwischen sind etwa 150 verschiedene Chaetomium-Arten bekannt, die sich in sechs phylogenetische Gruppen unterteilen lassen (Zhang et al. 2017). Etwa ein Drittel der Arten gehört zu der Gruppe Chaetomium globosum (C. globosum) (Wang et al. 2016a). Ein Merkmal der Gattung Chaetomium ist die Bildung von Fruchtkörpern in Form von rundlichen Perithecien (Abbildung 1-2) (Abdel-Azeem 2020). Die oftmals zitronen-förmigen Ascosporen reifen in keulenförmigen Asci und werden nach der Reifung über eine Pore an der Oberseite des Peritheciums, der sogenannten Ostiole freigesetzt. Die 
  Abbildung 1-1: Darstellung eines Konidiophoren der Gattung Aspergillus. Modifiziert (Bildquelle: commons. wikimedia.org/wiki/File:Conidiophores,_Aspergillus,_Penicillium,_Eurotiales,_Ascomycota.png) 
Abbildung 1-2: Darstellung eines Peritheciums der Gattung Chaetomium. Modifiziert (Bildquelle: traillab.natsci.msu.edu/research-projects /evolution-of-perthecim-development) 
 
Ostiole ist meist von zahlreichen, geraden oder spiralförmigen, dunklen Haare (Setae) umgeben.  Vertreter dieser Gattung sind weltweit in diversen Ökosystem, häufig auf verrottenden organischen Materialen zu finden (Abdel-Azeem 2020). Ihre zellolytischen Eigenschaften werden in der Industrie für Tests zur Widerstandsfähigkeit von Materialien gegenüber Schimmelpilzen genutzt (Zhang et al. 2006).   
 Aspergillus terreus (A. terreus) ist ein ubiquitär vorkommender Schimmelpilz mit saprotropher Ernährung (Zersetzung toten organischen Materials). Die erste wissenschaftliche Erwähnung war 1918, aber erst 2013 wurde die sexuelle Vermehrungsweise nachgewiesen (Arabatzis and Velegraki 2013). Beim Wachstum einer Kolonie bildet sich auf der Oberseite zunächst ein weißes, teilweise flauschiges Mycel, die Unterseite weist eine gelb bis dunkelbraun Färbung auf. Durch die Bildung der Konidiosporen nehmen die A. terreus Kolonien eine ockergelbe bis zimtbraune Farbe an, anhand derer sie sich von anderen Aspergillus Arten unterscheiden lassen (Abbildung 1-3 A und B) (Geib et al. 2016). Eine weiteres Alleinstellungsmerkmal ist die Ausbildung von Aleurosporen (auch „asseccory conidia“) (Balajee 2009). Diese dickwandigen hyalinen Zellen, die in Submerskulturen seitlich direkt an den Hyphen gebildet werden, liegen meist einzeln vor und sind deutlich größer als normal gebildete Konidien (Abbildung 1-3 C) (Balajee 2009).   
             Abbildung 1-3: Kultur (A) und mikroskopische Bilder von dem Perithecium (B) und den Aleurosporen (C) von A. terreus. Aus A) http://fungi.myspecies.info/file/954 B + C) http://www.aspergillus.org.uk/images-library  2006 wurde das 29,33 Mb große Genome durch das Broard Institute (Cambridge, MA, USA) sequenziert. Die etwa 10.500 proteinkodierenden Gene sind auf acht Chromosomen 
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verteilt. Bisher wurden 74 Gene identifiziert, die für die Biosynthese der Kernstrukturen von Sekundärmetaboliten verantwortlich sind. Darunter fallen auch die Gene von 28 Polyketidesynthetasen (PKSs), 22 Nicht-Ribosomalen Peptid Synthasen (NRPSs) ein Hybrid aus NRPS und PKS und 16 NRPS-ähnliche Enzyme (Guo and Wang 2014; Khaldi et al. 2010). Nur etwa 4% der durch Aspergillus Arten hervorgerufenen invasiven Erkrankungen (Aspergillosen) sind auf A. terreus zurückzuführen (Vahedi and Lass-Florl 2019). Seine intrinsische Resistenz gegen Amphotericin B, welches als Standard-Therapeutikum bei Aspergillosen eingesetzt wird, erschwert jedoch die Behandlung (Lass-Florl 2018; Posch et al. 2018). In der pharmazeutischen Industrie weckte A. terreus als Produzent von Statinen großes Interesse und noch heute wird das Cholesterol senkende Lovastatin in großen Mengen durch Fermentation in dem Pilz hergestellt (Abbildung 1-4) (Subhan et al. 2016). In der Kunststoffindustrie dient der Pilz der Herstellung großer Mengen Itaconsäure, einem Grundbaustein für die Herstellung von Kunstharzen und synthetischen Fasern (Abbildung 1-4) (Saha 2017). Des Weiteren finden sich einige biologisch aktive Stoffe wie Patulin (Puel et al. 2010), Citreoviridin (Lin et al. 2016), Geodin (Nielsen et al. 2013), Terretonin (Balibar et al. 2007), sowie Butyrolactone und Aspulvinone (Guo et al. 2013a) unter den Sekundärmetaboliten von A. terreus.  
Abbildung 1-4: Strukturen einiger ausgewählter Sekundärmetabolite aus A. terreus  
 
 Die erste Erwähnung von Chaetomium globosum (C. globosum) in der Literatur erfolgte im Jahr 1817 durch Gustav Kunze. Seine Kolonien sind anfangs weiß und färben sich später durch die Bildung der dunklen, mit zahlreichen verzweigten Haaren besetzen Perithecien braun bis graubraun (Abbildung 1-5). Das optimale Wachstum zeigt der Pilz bei einer Temperatur zwischen 25-27 °C und einem neutralen pH-Wert, dabei hängt die Entwicklung und Morphologie der Kolonien stark von dem verwendeten Medium ab (Prokhorov and Linnik 2011). In einem eher sauren Milieu wird die Entwicklung der Perithecien und der in ihnen enthaltenen braunen, zitronenförmigen Ascosporen gefördert (Abbildung 1-5) (Fogle et al. 2008). 
       Abbildung 1-5: Kultur (A) und mikroskopische Bilder von dem Perithecium (B) bzw. den Ascosporen (C) von C. globosum. Modifiziert nach Wang et al. 2016  Das im Jahr 2004 durch das Broad Institute sequenzierte Genom wurde in 2005 annotiert. Es besteht aus 34,89 Mb und enthält 11.124 proteinkodierende Gene. In Gebäuden ist C. globosum ein typischer Besiedeler von feuchten Räumen und wird oft nach Wasserschäden gefunden (Miller and McMullin 2014). Die Abgabe von flüchtigen organischen Verbindungen und Mykotoxinen sowie die Freisetzung von Sporen von dem Pilz können Allergien ausgelöst oder zur Entwicklung von Asthma beitragen. Darüber hinaus ist C. globosum als Erreger von oberflächlichen Infektionen wie beispielsweise der Onychomykose bekannt (Shi et al. 2016). Aufmerksamkeit erregte der Pilz auch durch seine antagonischten Aktivitäten gegenüber diversen Mikroorganismen und sein Potential wirtschaftlich wichtige Pflanzenkrankheiten zu bekämpfen (Gond et al. 2012). C. globosum produziert eine Reihe von Sekundärmetaboliten, wie beispielsweise das zu den Asterriquionen gehörende Cochliodinol, die zytotoxischen Chaetoglobosine, die antimikrobiell wirksamen Diketopiperazine und Chaetoviridine sowie diverse Indolalkaloide (Abbildung 1-6) (Abdel-Azeem 2020; Park et al. 2005; Xu et al. 2014; Zhang et al. 2012). Bei 
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der Behandlung von Krebs weist das Chaetomin vielversprechende Ergebnisse bei der Bekämpfung von Tumoren auf (Dewangan et al. 2018; Viziteu et al. 2016; Yano et al. 2011). 
 Abbildung 1-6: Strukturen einiger ausgewählter Sekundär Metabolite aus C. globosum   
 
 Eine Fülle der in Pilzen und Bakterien zu findenden Sekundärmetabolite wird von modular aufgebauten Enzymen generiert. Zu den wichtigsten Klassen gehören die Polyketidsynthasen (PKS), Nicht-ribosomalen Peptid Synthetasen (NRPS), PKS-NRPS Enzym-Hybride sowie den PKS- und den NRPS-ähnlichen Enzymen (PKS-like/NRPS-like). Diese Enzyme sind modulare, zum Teil hochkomplexe Enzyme. NRPS sind in der Lage Peptidverbindungen ohne Beteiligung der Ribosomen aufzubauen, wobei neben den 20 proteinogenen Aminosäuren auch unnatürliche Aminosäuren, -Hydroxysäuren, -Ketosäuren oder Fettsäuren in das entstehende Peptid integriert werden können. Für über 500 verschiedene Moleküle konnte inzwischen eine Integration in ein Nichtribosomales Peptid (NRP) dokumentiert werden (Kudo et al. 2019; Walsh et al. 2013). Die zahlreichen Arten an Grundbausteinen gekoppelt mit internen Modifikations-Domänen und nachfolgenden Enzymen ermöglicht die Biosynthese einer bemerkenswerten Vielfalt von komplexen Strukturen mit diversen biochemischen Eigenschaften (Abbildung 1-7).  NRPS sind hauptsächlich in Pilzen und Bakterien zu finden. Dokumentierte Ausnahmen hiervon bilden die NRPS Ebony aus der Fruchtfliege (Drosophila melanogaster) (Izore et al. 2019; Richardt et al. 2003) und das für die Synthese von Nemamid A und Nemamid B verantwortliche PKS-NRPS-Hybrid aus dem Wurm Caenorhabditis elegans (Shou et al. 2016). In den Mikroorganismen sind die Produkte der NRPS in den meisten Fällen an der Bildung von Sekundärmetaboliten beteiligt. Lebenswichtig sind jedoch vor allem die durch NRPS 
 
produzierten Siderophore, die zur Versorgung der Mikroorganismen mit Eisen beitragen, das einen wichtigen Cofaktor für die Enzyme der Atmungskette darstellt. Einige wichtige Beispiele für Siderophore sind die Bactine, zu denen Enterobactin (Drake et al. 2006; Gehring et al. 1998) und das Vibriobactin gehören (Keating et al. 2000). Aber auch viele andere der durch NRPS produzierte Sekundärmetabolite sind für den Menschen bedeutsam, da sie bemerkenswerte pharmakologische und biomedizinische Eigenschaften haben. So lassen sich beispielsweise die heutzutage selbstverständlich genutzten -Lactam-Antibiotika (Friedrich 2006), das immunsuppressiv wirksame Cyclosporine A (Survase et al. 2011) und das zytostatische Bleomycin A2 (Rahaman 2018) auf eine NRPS zurückführen.  
 Abbildung 1-7: Beispiele mikrobieller Sekundärmetabolite, an deren Biosynthese NRPS beteiligt sind. Hinsichtlich der Abfolge der Prozessierungsreaktionen der NRPSs werden drei Grundtypen unterschieden. Die am besten dokumentierten NRPS sind lineare NRPS (Typ A). Bei der Biosynthese eines NRP durch den Typ A wird vom N-Terminus ausgehend pro Modul 
 
ein Monomer in das wachsende Peptid eingebaut. Die Anzahl und Anordnung der Module bestimmen somit direkt die Größe und Struktur des am C-Terminus freigesetzten Produktes. Surfactin und Vancomycin werden auf diese Weise synthetisiert (Cosmina et al. 1993; Lee et al. 2016). Iterative NRPS (Typ B) nutzen während der Synthese des Produktes ihre Module mehrfach. Die entstehenden Peptide besitzen sich wiederholenden Untereinheiten, wie beispielsweise das Siderophor Enterobactin oder das antibiotisch wirkende Gramicidin S (Hoyer et al. 2007; Shaw-Reid et al. 1999). In Nicht-linearen NRPS (Typ C) werden einzelne Module mehr als einmal verwendet. Folglich lassen sich durch die Anzahl und die Anordnung der Module keine Rückschlüsse auf das entstehende Produkt ableiten, wie es bei der Synthese von Vibriobactin geschieht (Keating et al. 2000). Unabhängig von der Art der Synthese besteht ein Basis-Modul einer NRPS, welches die minimale Anzahl an Domänen zur Integration eines Monomerbausteins in die Peptidkette enthält, aus einer Adenylierungs(A)-Domäne, einer Thiolierungs(T)-Domäne und einer Kondensierungs(C)-Domäne (engl. = condensation) (Abbildung 1-8). Jede Domäne übernimmt eine spezifische Aufgabe bei der Synthese des Peptides und ist somit essentiell für die Funktionalität des Enzymes. Die A-Domänen erkennen selektiv ein Monomer, aktivieren dieses und übertragen es auf die T-Domäne. Die Verknüpfung zweier dieser kovalent an die T-Domänen gebundene Substrate wird schließlich von der C-Domäne katalysiert. Aufgrund der Fließband-ähnlichen Abfolge der Reaktionen wird oft auch von einer „assembly line“ gesprochen.  
 Abbildung 1-8: Schematische Darstellung der nichtribosomalen Peptidsynthese.  Zunächst aktiviert die A-Domäne unter ATP-Verbrauch ein Monomer (1) und überträgt es an die T-Domäne (2). Die C-Domäne katalysiert die Verknüpfung zwischen zwei gebundenen Molekülen (3). Der Prozess wird so lange wiederholt, bis die Kettenlänger erreicht ist (4). Zur Produktfreisetzung wird die Oligopeptidkette auf die TE-Domäne übertragen und von dieser abgespalten (5).  
 
In vielen Fällen weisen NRPSs neben den drei primären Domänen N-terminal eine Thiosterase(TE)-Domäne auf. Diese ist für die Freisetzung des Produktes verantwortlich und katalysiert oftmals gleichzeitig dessen Makrocyclisierung (Kapitel 1.2.5.1). Zudem gibt es noch eine Reihe von Modifikations-Domänen, die verschiedene Reaktionen katalysieren können (Kapitel 1.2.5). Im Folgenden wird der Kenntnisstand über die für diese Arbeit wichtigsten Domänen eingegangen.   
 In NRPS Enzymen wird die Selektion und Aktivierung der Substrate durch die Adenylierungs(A)-Domänen katalysiert, welche zur ANL Superfamilie (Acyl-CoA-Synthetasen, NRPS-Adenylierungsdomänen und Luciferase-Enzyme) gehören (Gulick 2009; Schmelz and Naismith 2009). Die Enzyme dieser Familie katalysieren in einem ersten Mg2+- und ATP-abhängig Schritt die Adenylierung einer Carbonsäure (Abbildung 1-9). Im Anschluss wird in einem zweiten Schritt das Aminoacyl-AMP-Intermediat auf den 4 -Phosphopantethenyl-Arm (4 -Ppant-Arm) der downstream gelegenen T-Domäne übertragen. Hierbei ist die A-Domäne auch für die Abschirmung des für Hydrolyse anfälligen Intermediates verantwortlich.    Abbildung 1-9: Durch die A-Domäne katalysierte Adenylierungsreaktion Strukturanalysen von A-Domänen haben zwei Bereiche identifiziert, die für die katalytische Funktion verantwortlich sind. Das aus etwa 400-450 Aminosäuren bestehende Kernmotiv (AKern) und die C-terminal lokalisierte Untereinheit (Asub), die circa 100 Aminosäuren umfasst (Abbildung 1-10). Die beiden Einheiten werden mit einer kleinen Schlaufe, der sogenannten hinge-Region, flexibel miteinander verbunden (Drake et al. 2016; Yonus et al. 2008). Auf diese Weise wird eine flexible Orientierung der beiden Untereinheiten zueinander ermöglicht, welche einen wesentlichen Bestandteil des katalytischen Mechanismus darstellt. Anhand verschiedener Kristallstrukturanalysen konnte ein Einblick in den katalytischen Zyklus der A-Domänen gewonnen werden (Conti et al. 1997; Drake et al. 2016; Lee et al. 2010; Reger et al. 2008; Reimer et al. 2016; Zettler and Mootz 2010). 
 
 Abbildung 1-10: Struktur der A-Domäne von FscC (PDB-Code: 6E60). Die Kern-Domäne ist in violett und die Sub-Domäne in blau dargestellt. Der Ligand AMP ist in gelb gezeigt.  Ein Zyklus einer Adenylierungs-Reaktion beginnt mit einer „offenen“ Konformation. Die beiden Untereinheiten orientieren sich voneinander weg, wodurch das aktive Zentrum frei liegt. Dies ermöglicht die Bindung von ATP, Mg2+ als auch des Substrates. Die Bindung der Reaktionsbestandteile induziert wiederum die Rotation der Asub, welche infolgedessen den Zugang zum katalytischen Zentrum verschließt. Desweitern wird durch die Rotation das für die Adenylierung essenzielle Lysin zum aktiven Zentrum re-lokalisiert. Dieser streng konservierte Lysin-Rest stabilisiert das Substrat und ATP und verhindert dadurch insbesondere die Reaktion des hoch negativ geladenen Intermediates. Dieses Lysin bildet somit eine Schlüssel Komponente des katalytischen Zentrums (Osman et al. 2009). Nachdem die Adenylierungsreaktion abgeschlossen ist, dreht sich die Asub-Einheit um etwa 140°. Dabei wird das entstandene Pyrophosphat freigesetzt und es entsteht ein Zugang zur Substratbindungstasche. Außerdem induziert die Rotation der Asub die Relokalisation der T-Domäne in Richtung der A-Domäne. Die so entstandene räumliche Nähe ermöglicht die kovalente Bindung des Aminoacyl-Intermediat an den Ppant-Arm der T-Domäne für den weiteren Reaktionsablauf der NRPS assemby line. Neben dem schon erwähnten für die Adenylierung essentiellen und somit streng konservierten Lysinrest, wurden in A-Domänen weitere konservierte Bereiche identifiziert. Die Aminosäurereste dieser konservierten Motive (Motif A1-A10) gewährleistet die korrekte Positionierung des Substrates im katalytischen Zentrum (Conti et al. 1997). Da sie nicht nur die verlässliche Vorhersage der durch die A-Domäne aktivierten Substrate ermöglichen (Challis et al. 2000; Kudo et al. 2019; Stachelhaus et al. 1999), sondern folglich auch Rückschlüsse auf das durch ein NRPS-System generiertes Produkt gewähren (Challis and 
 
Ravel 2000), werden diese Kernmotive auch als „nicht-ribosomoler Code“ bezeichnet. Die Nutzung dieser Erkenntnisse führte schließlich zur Weiterentwicklung von den Bioinformatischen Programmen, die heutzutage die Suche nach NRPS-Genclustern in silico ermöglichen (Blin et al. 2019; Skinnider et al. 2015). Inzwischen gibt es auch einige Beispiele für A-Domänen, die eine geringere Substratspezifität aufweisen und verschiedene Monomere als Substrat akzeptieren. So ist CahJ, die erste A-Domäne in der Synthese von Cahuitamycine, in der Lage entweder Salicylsäure oder 6-Methyl-Salicylsäure in das Peptid zu integrieren (Tripathi et al. 2018). Aber auch Substrate, die sich strukturell stärker unterscheiden, wie Arginin und Tyrosin können von einer einzelnen A-Domäne akzeptiert werden (Kaljunen et al. 2015). Neuere Studien zeigen außerdem, dass C-Domänen Einfluss auf die Auswahl des Substrates seitens der A-Domäne haben können (Meyer et al. 2016). Des Weiteren kann die strukturelle Vielfalt der in die Peptidkette integrierten Moleküle mittels A-Domänen erhöht werden, die sogenannte Hilfsdomänen enthalten und das aktivierte Substrate direkt modifizieren (Labby et al. 2015). In Bakterien ist die Funktionalität einiger A-Domänen von den sogenannten MbtH-ähnlichen Proteinen (mbtH-like protein = MLP) abhängig (Felnagle et al. 2010; Herbst et al. 2013). Diese kleinen Hilfsproteine wurden aufgrund ihrer Ähnlichkeit dem mbtH-Gen im Biosynthesegencluster des Siderophors Mycobactin in Mycobacterium tuberculosis benannt (Quadri et al. 1998a). Die MLPs haben eine essentielle Bedeutung für die effiziente Funktionalität der A-Domänen, indem sie eine korrekte Faltung der Domäne fördern, sowie die Aktivität und Stabilität der Proteine steigern (Schomer and Thomas 2017; Wolpert et al. 2007). Außerdem können innerhalb eines Genoms die MLP aus verschiedenen NRPS-Genclustern gegenseitig komplementieren werden (Esquilin-Lebron et al. 2018). Vor kurzem konnte durch eine Heterologe Expression von bakteriellen MLPs in Penicillium chrysogenum die Produktivität der fungalen NRPS erhöhen werden (Zwahlen et al. 2019).  
 In der Regel folgt im Anschluss an die A-Domäne C-terminal eine Thiolierungs(T)-Domäne (Stachelhaus et al. 1996). Diese aus ca. 80-100 Aminosäuren zusammengesetzte Domäne ist für die Translokation der Intermediate zu den katalytischen Reaktionszentren während der Peptidsynthese verantwortlich und wird daher oft auch als Peptidyl-Carrier-Protein (PCP)-Domäne bezeichnet. Sie weist eine große Ähnlichkeit mit den Acyl-Carrier-Protein (ACP)-Domänen der Fettsäure- und der Polyketidesynthasen auf und besitzen wie 
 
diese keine eigenständige katalytische Funktion. Auch ist diesen Träger-Domänen (engl.: carrier domain) gemein, dass die Bindung der Intermediate über den Kofaktor 4 -Phosphopantethein (Ppant) erfolgt, welcher zuvor in einer posttranslationalen Reaktion kovalent an die Domänen gebunden wurde (Lambalot et al. 1996; Walsh et al. 1997). Für die Aktivierung des nach der Synthese zunächst inaktiven NRPS-Enzymes (apo Form) in die enzymatisch aktive holo-Form wird ein Phosphopantetheinrest von Coenzym A (CoA) mithilfe einer 4 -Phosphopantetheinyl-Transferase (PPTase) auf ein hochkonserviertes Serin in den T-Domänen übertragen (Beld et al. 2014; Mootz et al. 2001). In der durch die PPTase katalysierten Reaktion greift die Hydroxylgruppe des Serinrests zunächst die -Phosphatgruppe von CoA an. Im Anschluss wird der Ppant-Arm übertragen und dabei das 3',5'-Adenosindiphosphat (3',5'-ADP) freigesetzt (  Abbildung 1-11).   
  Abbildung 1-11: Phosphopantethenylierung der T-Domäne durch die PPTase. In der Mg2+-abhängigen Reaktion katalysiert die PPTase den nukleophilen Angriff der Serinseitenkette auf die -Phosphatgruppe von Coenzym A.  Die Anzahl der identifizierten PPTasen ist in den meisten Mikroorganismen deutlich geringer als die Anzahl der zu modifizierenden multimodularen Synthasen, was auf eine geringe Spezifität der PPTasen gegenüber den Träger-Domänen hindeutet. So wurde beispielsweise in A. nidulans für NpgA eine Beteiligung an der Bildung von Siderophoren sowie von Pigmenten nachgewiesen (Kim et al. 2015; Oberegger et al. 2003). In Bacillus subtilis erkennt die Acyl carrier protein synthase (AcpS) spezifisch die ACPs der Fettsäuresynthese des primären Metabolismus (Mootz et al. 2001) während das an der Synthese von Surfactin beteiligte Sfp eine Vielzahl an Träger-Domänen toleriert (Quadri et al. 1998b; Yang et al. 2017). Einige der PPTasen sind nicht nur in der Lage eine Vielzahl von Träger-Domänen zu modifizieren sondern auch zahlreiche CoA-Derivate zu übertragen (Wang et al. 2016b). Inzwischen werden PPTasen nicht nur bei der Analyse von Carrier Proteinen verwenden, 
 
sondern finden auch Anwendung als molekularbiologische Werkzeug (La Clair et al. 2004; Song et al. 2018). Die Struktur von isolierten T-Domänen lässt sich aufgrund ihrer relativ geringen Größe gut mittels NMR-Spektroskopie in Lösung untersuchen (Haslinger et al. 2015; Koglin et al. 2006; Weber et al. 2000). Die Untersuchungen zeigen, dass die T-Domänen aus vier -Helices zusammengesetzt sind, die sich als Bündel falten (Abbildung 1-12) (Haslinger et al. 2015; Jaremko et al. 2015). Dabei verlaufen die Helix 1 und 2 meist parallel zueinander und stellt die Rückseite der Domäne dar. Sie sind in der Regel länger als die Helices 3 und 4, welche oftmals gegen die beiden ersten Helices ausgerichtet sind. Die zweite Helix trägt am N-Terminus das GxxS-Kernmotiv, an dem die posttranslationale Modifikation des Serins durch die PPTase stattfindet (Stein et al. 1996). Die zweite Helix verkörpert außerdem zusammen mit der Schleife, die die erste und zweite Helix verbindet und der dritten Helix die Hauptinteraktionsfläche mit den verschiedenen katalytischen Zentren, wie den A-, C-, TE-, E-, F-Domänen aber auch mit autonomen Modifikationsenzymen wie den PPTasen oder Cytochrom P450 Enzymen (Harden and Frueh 2017; Jaremko et al. 2015; Jaremko et al. 2017).   
 Abbildung 1-12: Struktur der ersten T-Domäne (apo-Form) von der Yersiniabactin Synthetase (PDB-Code: 5U3H).  Jedoch ist bis heute noch nicht geklärt auf welche Weise die T-Domänen die Intermediate zwischen den Reaktionszentren transportieren. Zu Beginn der strukturellen Analysen wurde postuliert, dass die Translokation auf eine von der Ladung abhängigen Konformationsänderung (A-, A/H und H-Zustand) zurückgeht. Aktuelle Studien deuten allerdings auf eine statische Struktur der T-Domänen hin (Izore and Cryle 2018).   
 Zwischen zwei Einheiten bestehend aus A- und T-Domänen befindet sich in der Regel die Kondensations(C)-Domänen (engl.=condensation), die die Peptidbildung von zwei 
 
Substraten miteinander katalysiert (Stachelhaus et al. 1998). Sie bestehen aus ungefähr 450 Aminosäuren und können aufgrund ähnlicher Sequenzmotive der Superfamilie der Chloramphenicol-Acetyltransferasen (CAT) zugeordnet werden. Besondere Aufmerksamkeit erregte bei den Sequenzanalysen der C-Domänen das konservierte HHxxxDG-Motiv, welches in den CAT eine essentielle Rolle in der Vernüpfung der Substrate einnimmt, indem es den nucleophilen Angriff und somit den Transfer des Substrates fördert. Mutationsstudien des HHxxxDG-Motives der C-Domänen führten zu kontroversen Ergebnissen. So wurde durch die Mutation des zweiten Histidins in verschiedenen Untersuchungen das Enzym inaktiviert (Bergendahl et al. 2002; Gaudelli et al. 2015; Stachelhaus et al. 1998), in anderen Studien hingegen behielt das Enzym nach Mutationen in dem Motiv im Wesentlichen seine Aktivität (Keating et al. 2002; Marshall et al. 2002; Roche and Walsh 2003; Samel et al. 2007). Inzwischen wird vermutet, dass das HHxxxDG-Motiv eine entscheidende Rolle bei der korrekten Positionierung der -Amingruppe bei der Verknüpfung durch die C-Domäne spielt (Bloudoff et al. 2016). Anhand der Kristallstrukturen von alleinstehenden C-Domänen (Keating et al 2002) oder mit benachbarten Domänen (Samel 2007) wurde die Faltung der C-Domäne aufgeklärt. Die beiden Subdomänen bilden eine V-förmige Struktur, welche an der Basis durch einen -helikalen Linker verbunden ist. Nahe des Linkers zwischen den beiden Subdomänen befindet sich die aktive Stelle mit dem konservierten HHxxxDG-Motiv. Zwischen den beiden Untereinheiten bildet sich ein Kanal, den die Pantetheinarme der beiden T-Domäne jeweils von einer Seite durchqueren müssen, um die Substrate zum aktiven Zentrum zu bringen. Dabei wird zwischen einer Spender und Akzeptor-Seite unterschieden (Belshaw et al. 1999).  Das Peptidyl-Intermediat wird von einer N-terminal gelegenen T-Domäne auf das C-terminal an der T-Domäne gebundene Monosubstrat übertragen. Für diesen Prozess greift die -Amingruppe des downstream gebundenen Aminoacylrests die Thioesterbindung zwischen dem Peptidylrest und der T-Domäne an. Die somit entstandene verlängerte Peptidkette bleibt an der downstream T-Domäne gebunden und die upstream gelegene T-Domäne kann erneut beladen werden.    
 
Abbildung 1-13: Durch die C-Domäne katalysierte Peptidbindungsreaktion. Die an die T-Domänen gebundenen Substrate werden über die Spender und Akzeptor-Seite zum katalytischen Zentrum der C-Domäne transportiert. Dort erfolgt der Angriff der Aminogruppe des Nukleophils auf die Thioesterbindung des Elektrophils. Die verlängerte Peptidkette wird schließlich zu einer weiteren katalytischen Domäne geleitet, während die holo-T-Domäne erneut beladen werden kann.  Obwohl die meisten A-Domänen durch die spezifische Selektion der Substrate den Aufbau der Peptidkette bestimmen, können auch die C-Domänen eine hohe Substratspezifität aufweisen und die Biosynthese des Peptides kontrollieren (Belshaw et al. 1999; Bloudoff et al. 2016; Kraas et al. 2012; Linne and Marahiel 2000; Rausch et al. 2007).  In Pilzen erfolgt die Freisetzung makrozyklischer NRPs wie z.B. bei der Biosynthese von Cyclosporin durch eine C-Domäne, anstelle der typischerweise in bakteriellen NRPS gefunden TE-Domäne (vergl. Kapitel 1.2.5.1) (Gao et al. 2012). Diese als CT bezeichneten Domänen ähneln in ihrer strukturellen Komposition den kanonischen C-Domänen (Zhang et al. 2016). Neben einer allgemein kompakteren Struktur ist der Verschluss der Bindetasche für das Akzeptor-Molekül das wesentlichste Unterscheidungsmerkmal. Wie andere C-Domänen sind auch CT-Domänen auf die für die Präsentation der Peptidyl-Kette durch die T-Domäne angewiesen. Biochemische Studien der CT-Domänen haben gezeigt, dass die intramolekulare Zyklisierung an dem an der T-Domäne gebundenen Aminoacyl-Intermediat stattfindet (Gao et al. 2012; Parkinson et al. 2018).   
 Die Strukturdiversität der NRPs beruht aber nicht nur auf diesen drei Domänen sondern stützt sich auf eine Reihe weiterer Domänen. Diese sogenannten Hilfsdomänen (engl.: auxiliary domains) können in dem jeweiligen Modul zwischen zwei Domänen liegen, in eine andere Domäne eingebettet sein, den C-Terminus der NRPS bilden oder als eigenständiges Protein freistehend vorliegen. So vielfältig wie ihre Lage in den NRPS-Systemen sind auch ihre Funktionen. In den folgenden Kapiteln werden einige der häufiger vorkommenden Hilfsdomänen beschrieben.  
 
 In vielen Fällen beendet eine am C-Terminus des letzten Moduls gelegene Thioesterase(TE)-Domäne die Biosynthese des NRP, indem sie die Freisetzung des Peptides von der NRPS-Maschinerie katalysiert. Dabei werden zwei Arten von Thioesterasen unterschieden. Die im letzten Modul des NRPS Enzym integrierten TE-Domänen (Typ I), die die Abspaltung des fertigen Peptides von dem Enzym katalysieren und die im Gencluster der NRPS kodierten aber ansonsten alleinstehenden Thioesterasen (Typ II). Der zweite Typ an Thioesterasen kann eine Reihe der NRPS-Prozesse beeinflussen (Kotowska and Pawlik 2014), und wie der Typ I für die Freisetzung von Produkten verantwortlich sein (Matsuda et al. 2019). Der Typ II wirkt allerdings überwiegend als ein Reparatur-Mechanismus, der für die Erkennung und Regeneration von falsch beladenen T-Domänen verantwortlich ist (Koglin et al. 2008; Schwarzer et al. 2002; Yeh et al. 2004). Die geringe Selektivität einiger PPTasen wie Sfp kann zu einer Fehlbeladung der T-Domänen während der posttranslationalen Modifikation führen, da große Mengen des Coenzyms A in einer Zelle acetyliert vorliegen können (Leonardi et al. 2005). Folglich steht die Thiolgruppe des Ppant-Arms nicht für die Aufnahme einer Aminosäure zur Verfügung und muss durch Hydrolyse freigesetzt werden. Die Bindung eines falschen Monomers an den Ppant Arm kann infolge der Selektion anschließender Domänen ebenfalls zu einer Stagnation der NRPS-Maschinerie führen. Auch in diesem Fall hydrolysieren die Tpy II Enzyme den Thioester und geben die T-Domänen bzw. Ppant-Kofaktoren wieder für die Aufnahme einer korrekten Aminosäure frei. Die etwa 200-250 AS langen Thioesterasen-Domänen gehören gemeinsam mit den Serinproteasen, den Lipasen und Esterasen zu der Familie der / -Hydrolasen. Die Faltung wurde mittlerweile anhand Kristallstruktur von sowohl isolierten Thioesterasen des Typ I (Bruner et al. 2002; Samel et al. 2006) und Typ II (Koglin et al. 2008) als auch von TE-Domänen im Verband mit ihrem Modul (Frueh et al. 2008; Miller et al. 2016; Tanovic et al. 2008) bestimmt. Sie weisen ein zentrales -Faltblatt auf, welches aus sieben Strängen besteht. Im Vergleich zu anderen Mitgliedern der  / -Hydrolase-Familie (Holmquist 2000), fehlt den NRPS TE-Domänen der erste N-terminale -Strang. Sechs der -Faltblatt-Stränge sind parallel zueinander angeordnet und der verbleibende Strang ist antiparallel. Auf diese Weise entsteht ein zentrales -Faltblatt, das von -Helices umgeben ist. Die so gebildete schüsselförmige Struktur wird von einer Art Deckel abgeschlossen, welche aus weiteren zwei bzw. drei Helices besteht. Anhand der Kristallstruktur der TE-Domäne in dem SfrA-C Modul der Surfactin Synthetase aus Bacillus subtilis wurden zwei unterschiedliche Konformationen in den beiden 
 
Molekülen in der asymmetrischen Einheit für die Deckelstruktur beobachtet (Bruner et al. 2002) und als offen bzw. geschlossen bezeichnet (Abbildung 1-14). NMR-Studien und Kristallstrukturanalysen des Terminationsmoduls der Enterobactin-Synthetase EntF stützten die Theorie der flexiblen Gestaltung der Deckelstruktur und gaben einen Einblick in die Interaktion der T-TE-Domänen (Frueh et al. 2008; Liu et al. 2011). Die Studien zeigten, dass der Ppant-Arm bei geöffneter Konformation in die schüsselartige Struktur der TE-Domäne eindringt, sodass die katalytischen Zentren in räumliche Nähe kommen. Der nucleophile Angriff durch externe Moleküle wird durch schließen des Deckels verhindert.   
             Abbildung 1-14: Struktur der TE-Domäne von SrfAC in A) der offen und B) geschlossenen Form (PCB-Code:1JMK)  Das biologisch aktive Zentrum der TE-Domänen besitzt eine katalytische Triade aus einem Serin in einem konservierten GxSxG-Motiv, einem Histidin und einem Aspartat. In seltenen Fällen ist statt eines Serin ein Cystein als Nucleophil in der Triade zu finden. Da in Mutationsstudien an den TE-Domänen der Sulfazecin-Synthase und Obafluorin-Synthase das Cystein essentielle für die Bildung des -Lactom-Rings war, wurde vermutet, dass es spezifisch für die Bildung dieser Ringsysteme ist (Oliver et al. 2018; Schaffer et al. 2017).  Unabhängig von der Aminosäure führt die katalytische Triade infolge der Polarisierung der Seitenkette des Serins (Cysteins) zu der Bildung eines reaktiven Oxyanion. Die Stabilisierung dieses Übergangszustand seitens eines aus dem Amidruckgrat der Bindungstasche gebildeten Oxyanion-Lochs, konnte anhand der strukturelle Charakterisierung der TE-Domäne von Fengycin nachgewiesen werden (Samel et al. 2006). Der eigentliche Freisetzung-Prozess beginnt, indem das Oxyanion die Thioester-Verbindung der terminalen Peptidyl-T-Domäne angreift und das Peptid auf diese Weise als Acyl-Oxoester kovalent an die TE-Domäne bindet (Abbildung 1-15) (Du and Lou 2010). Im Anschluss erfolgt durch Hydrolyse oder Makrozyklisierung die Abspaltung des Peptides. Hierbei ist ein 
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nukleophiler Angriff durch ein Wassermolekül wodurch dem ein lineares Produkt resultiert wie beispielsweise bei der Freisetzung von Vancomycin (Hubbard and Walsh 2003) oder Feglymicin (Gonsior et al. 2015) eher selten. Üblicher ist eine intramolekularer Angriff durch ein Amin (vom N-terminus oder einer der Seitenketten des Oligopeptides) oder durch eine Hydroxyl-Gruppe (von der Seitenkette des Oligopeptides). Dabei kommt es zu einer Makrozyklisierung oder einer verzweigten Zyklisierung (Abbildung 1-15). 
 Abbildung 1-15: Schematische Darstellung der durch die TE-Domäne katalysierten Reaktionen. Übertragung des Oligopeptides und anschließende Produktfreisetzng über (1) Hydrolyse mit Wasser, (2) Makrozyklisierung oder (3) verzweigte Zyklisierung. Die TE-Domänen von NRPS haben überwiegend eine sehr geringe Substratselektivität und vollziehen die Freisetzung der Peptide trotz kleiner Veränderungen in den Strukturen der Oligopeptide (Horsman et al. 2016). Bei Modifikationen, die kurz vor der Freisetzung an den terminalen T-Domänen durchgeführt werden, agieren die TE-Domänen jedoch als Kontrollmechanismus. So werden beispielsweise Nocaridicin und Pyochelin bei fehlendem -lactam Ringschluss bzw. fehlender Methylierung nicht von der NRPS-Maschinerie freigesetzt (Gaudelli and Townsend 2014; Patel and Walsh 2001) und die Aktivität der Teicoplanin TE-Domäne wird bei fehlenden Ringschlüssen des Intermediates stark gehemmt (Peschke et al. 2018). Eine weitere Alternative zur Freisetzung der NRP bilden Reduktase(R)-Domänen, die das lineare Peptid bei der Abspaltung zu einem Aldehyd oder primärem Alkohol reduzieren.  
 Eine ebenfalls in NRPS-System prominente Strategie zur Produktfreisetzung wird über die Reduktase(R)-Domänen vermittelt. Wie die TE- oder CT-Domänen befinden sich auch die für die Abspaltung des NRP verantwortlichen R-Domänen als letzte C-terminale Domäne in dem Terminationsmodul, wie beispielsweise in dem an der Biosynthese von Myxochelin A beteiligten MxcG aus Stigmatella aurantiaca (Li et al. 2008b) oder der Saframycin-A-Synthase 
 
aus Streptomyces lavendulae (Li et al. 2008a; Peng et al. 2012). Bei der Freisetzung werden die kovalent an den T-Domänen gebundenen Peptidylthioester durch eine zwei- oder vier-Elektronen-Reduktion zu freien Aldehyden bzw. primären Alkoholen reduziert (Du and Lou 2010; Manavalan et al. 2010). Dabei sind sie nicht zwangsläufig an die Bereitstellung der Intermediate durch die T-Domäne angewiesen (Chhabra et al. 2012; Read and Walsh 2007). Die strukturelle Charakterisierung der NAD(P)H-abhängigen R-Domänen offenbarte eine Untergliederung in zwei Untereinheiten (Chhabra et al. 2012; Kinatukara et al. 2016; Wyatt et al. 2012). Der etwa 280 Aminosäuren lange N-terminale Teil der R-Domäne zeichnet sich durch eine Rossmann-Falte mit einem konservierten NAD(P)H-Bindemotiv (TGxxGxxG) aus und der aus ca. 150 Aminosäuren bestehende C-terminale Teil ist für die Erkennung und korrekte Positionierung der Substrate verantwortlich. Anhand der strukturellen Organisation lassen sich die R-Domäen der Proteinfamilie der Kurzketten-Dehydrogenasen/Reduktasen (short-chain dehydrogenase/reductases = SDR) zuordnen (Kavanagh et al. 2008), obwohl der kinetischen Parameter nicht dem typischen Reaktionsablauf dieser Enzymgruppe entspricht (Haque et al. 2014).   
 Die Mehrheit der durch NRPS assemblierten Naturstoffe enthält D–konfigurierte Aminosäuren, die eine Reihe von biologischen Eigenschaften beeinflussen, wie z.B. den proteolytischen Abbau der Peptide hemmen (Genchi 2017). Nur in wenigen Fällen wird die D-Aminosäure direkt durch eine A-Domäne aktiviert (Hoffmann et al. 1994). Meist wird die Stereometrie der Aminosäure nach der Übertragung an die T-Domäne von intramodularen Epimerisierung (E)-Domäne umgewandelt, die zwischen der T- und der C-Domäne verankert sind (Hai et al. 2019). Diese etwa 400 Aminosäuren umfassenden Domänen finden sich beispielweise in den NRPS-Systemen von Surfactin oder Gramicidin S (Kraas et al. 2010; Stein et al. 1995). Strukturell sind E-Domänen eng mit den C-Domänen verwandt. Wie am Beispiel von TycA, dem Initiationsmodul der Tyrodidin-Synthase und GrsA gezeigt wurde, bilden die beiden Untereinheiten wie auch die C-Domänen ein V-förmiges Pseudodimer mit einem Tunnel durch den die T-Domäne das Substrat zum katalytischen Zentrum bringt (Chen et al. 2016; Keating et al. 2002; Samel et al. 2014). Die katalytische Funktion ist ebenfalls von einem hochkonservierten Hisitdin-Rest in einem HHxxxD-Motiv aber auch von einer konservierten Glutaminsäure abhängig (Kim et al. 2019; Stachelhaus and Walsh 2000).  
 
Neben den reinen E-Domänen gibt es auch duale C/E-Domänen, die außer der Peptidbindung auch noch eine stereoisomerische Transformation katalysieren können. Sie ersetzen im jeweiligen Modul die C-Domäne und besitzen ein zweites HHxxxD-Motiv (Balibar et al. 2005; Rausch et al. 2007). Vor kurzem konnte für die TE-Domänen in der Nacardicin-Synthase ebenfalls eine intrinsische Epimierisierungsaktivität nachgewiesen werden, obwohl sie die typische strukturelle Organisation einer TE-Domäne aufweist (vergl. Kapitel 1.2.5.1) (Patel et al. 2019).  
 Eine weiter häufig vorkommende Modifikation sind Methylierungen der NRP, die unter anderem die Bioverfügbarkeit des Pepitides steigern und die proteolytische Suszeptibilität senken. Die in NRP vorkommenden N-, O- oder S-Methylierungen werden meist von in sogenannten unterbrochenen A-Domänen integrierten Methylierungs(MT)-Domänen katalysiert. Diese MT-Domänen sind häufig zwischen dem A8 und A9 Motiv der ASub-Domäne (Patel and Walsh 2001), aber auch zwischen dem A2 und A3 Motiv der AKern-Domäne (Al-Mestarihi et al. 2014; Huang et al. 2018) lokalisiert. Mutationssexperimente haben gezeigt, dass ein Austausch von MT-Domänen zwischen verschiedenen Enzymen trotz geringer Homologien möglich ist (Mori et al. 2018). Auch die Herstellung einer ununterbrochenen, funktionalen A-Domäne durch die Deletion MT-Domäne (Shrestha and Garneau-Tsodikova 2016) sowie die gegenteilige Integration einer MT-Domäne in eine zuvor kontinuierlichen A-Domäne wurde anhand von verschiedenen Studien nachgewiesen (Lundy et al. 2019).  
 Wie schon bevor erwähnt macht der modulare Aufbau und die meist autonome Funktion der einzelnen Domänen bzw. Module die NRPS-Systeme zu potentiell programmierbaren Synthese-Maschinerien. So ist es theoretisch durchaus vorstellbar, aus einzelnen Domänen ein völlig neues Enzym zu konstruieren, das die gewünschte Struktur mit einer definierten Länge synthetisiert. Allerdings stellt schon die Synthese von veränderten Peptiden eine Herausforderung dar, da zwar die Domänen strukturell und biochemisch gut untersucht sind, die Mechanismen und Interaktionen, die hinter den komplexen Synthesen stehen noch nicht ausreichend aufgeklärt sind. So konnten zwar alternative Produkte für den Austausch der A-Domäne in dem Initierungs- bzw. dem Terminationsmodul der Surfactin Synthase detektiert werden, jedoch in sehr geringen Mengen im Vergleich mit dem Original (Schneider et al. 1998; Stachelhaus et al. 1995). Um die intramodularen Interaktionen der 
 
Domänen nicht zu beeinflussen wurden auch Einheiten aus zwei Domänen (A-T bzw. C-A) oder kompletten Modulen (C-A-T) ausgewechselt. Die geschieht meist mit drastisch reduzierten Ausbeuten des modifizierten Produktes (Calcott et al. 2014). Eines der erfolgreicheren Beispiele ist die Substitution der dptD Module aus der Biosynthese von Daptomycin mit Modulen aus verwandten Lipopeptid-Synthasen. Die Ausbeute der durch die Hybrid-Enzyme gebildeten Produkte lag bei maximal etwa 50% (Miao et al. 2006; Nguyen et al. 2006). Sehr erfolgreich war hingegen der Austausch von A-T-C-Modulen, die als XU-Einheit (eXchange Unit) bezeichnet wurde (Bozhüyük et al. 2018). Bei diesem Austausch muss jedoch die Substratspezifität der downstream gelegenen C-Domäne beachtet werden. Die Identifizierung des nicht-ribosomalen-codes und die Aufklärung der Struktur der A-Domänen (s. Kapitel 1.2.2) eröffnete die Möglichkeit Untereinheiten oder einzelne Aminosäuren in der Bindetasche von A-Domänen zu modifizieren und so die Spezifität zu beeinflussen ohne intramodularen Interaktionsflächen der A-Domäne mit anderen Domänen zu verändern (Stanišic and Kries 2019). Auch diese Strategien wurden durch mehrere Studien bestätigt, ohne jedoch das Problem der reduzierten Produktausbeute zu überwinden. (Kries 2016; Niquille et al. 2018; Villiers and Hollfelder 2011).  
 NRPS-ähnliche Enzyme bestehen, im Gegensatz zu den meistens sehr komplexen NRPS-Systemen nur aus einem einzigen Modul, welches drei Domänen beinhaltet. Das Hauptunterscheidungsmerkmal ist jedoch das Fehlen einer C-Domäne und folglich die Fähigkeit Peptidbindungen zu generieren. Anstatt der C-Domäne ist in NRPS-ähnlichen Proteinen am C-Terminus entweder eine TE-Domäne oder eine R-Domäne präsent, die sowohl die enzymatische Funktion als auch die Freisetzung des Produktes übernehmen.   
 NRPS-ähnliche Enzyme mit einer C-terminalen R-Domäne katalysieren ATP und NADPH-abhängig die Umwandlung von Carbonsäuren zu ihren zugehörigen Aldehyden (vergl. Kapitel 1.2.5.2). So zeigen Deletionsexperimente in Aspergillus flavus, dass LnaA und LnbA die Reduktion von Tyrosin katalysieren (Forseth et al. 2013). In Stachybotyrys bisbyi reduziert StbB, als letzten Schritt in der Ilicicolin B Synthese, die Grifolsäure (Li et al. 2016). Das Gen ATEG_03630 kodiert für ein NRPS-ähnliches Enzym, welches für die Reduktion von 5-Methyl-Orsellinsäure in A. terreus verantwortlich ist (Wang et al. 2014; Wang and Zhao 
 
2014). Strukturell weisen NRPS-ähnliche mit einer A-T-R Architektur eine große Ähnlichkeit mit den Carbonsäure Reduktasen (ccarboxylic acid reductase; CAR) auf, die ebenfalls eine A-T-R Struktur besitzen (Gahloth et al. 2017; Venkitasubramanian et al. 2007; Winkler 2018). Sequenzvergleiche von R-Domänen aus NRPS-System mit CAR ergaben Ähnlichkeit von 30-50 % (Stothard 2000). Dabei ist zu beachten, dass die überwiegende Mehrheit der CARs aus Actinobakterien stammt, die sich stark von pilzlichen CARs unterscheiden und einer eigenen Untergruppe zugeordnet werden (Horvat et al. 2019; Stolterfoht et al. 2018). Wahrscheinlich bilden die NRPS-ähnlichen Enzyme mit der A-T-R Struktur einen Teil der CAR s. So wurden 
beispielsweise StbB und ATEG_03630 in neueren Übersichtsartikeln dem Typ II der CAR s zugeordnet (Butler and Kunjapur 2020; Derrington et al. 2019).  
 Von NRPS-ähnlichen Proteinen mit einer A-T-TE Strukturen sind bisher nur Vertreter bekannt, die aromatische -Ketosäuren als Substrat nutzen. Auch bei diesen Enzymen wird das Substrat spezifisch durch die A-Domäne erkannt und unter ATP-Verbrauch aktiviert (Abbildung 1-16). Das Anhydrid wird an die T-Domäne weitergereicht und als Thioester durch den Schwefel des Phosphopantetheinarms gebunden. Im Gegensatz zu NRPS überträgt die T-Domäne in NRPS-ähnlichen Enzymen das zuerst gebundene Substrat weiter an die TE-Domäne, an der es als Ester gebunden wird. Durch Mutationen in der TE-Domäne von TdiA (Aspergillus nidulans), dem ersten charakterisierten Vertreter mit einer A-T-TE Architektur, wurde nachgewiesen, dass das erste Indolpyruvat von dem Serin 774 aufgenommen wird (Balibar et al. 2007; Bok et al. 2006). Eine zweite Ketosäure wird anschließend von der A-Domäne aktiviert und an die T-Domäne übertragen (Abbildung 1-16). Die zwei Substratmoleküle werden von der TE-Domäne miteinander verbunden und letztlich von dem Enzym freigesetzt.       
 
 Abbildung 1-16:Schematische Darstellung des Reaktionsweges von NRPS-ähnlichen Enzymen. Die A-Domäne aktiviert unter ATP-Verbrauch eine -Ketosäure (1) und überträgt sie auf die T-Domäne (2). Vor dort wird die Säure auf die TE-Domäne übertragen (3). Eine weitere -Ketosäure mit dem gleichen Rest wie die erste wird von der A-Domäne aktiviert (4) und an die T-Domäne gebunden (5). Die TE-Domäne katalysiert die Verknüpfung der beiden Säuren und die Zyklisierung und setzt schließlich das Produkt frei (6). Abhängig von der TE-Domäne können dabei unterschiedliche Ringsysteme gebildet werden (7). R=Phenyl-, 4-Hydroxyphenyl oder Indol-Rest.  Die meisten der bisher beschriebenen Vertreter der NRPS-ähnlichen Enzyme sind an der Biosynthese von Quinonen beteiligt. Dazu gehören neben TdiA, das Indolylpyruvat als Substrat verwendet, die Atromentin-Synthasen Gre A aus Suillus grevillei (Wackler et al. 2012), InvA1, InvA2 und InvA5 aus Paxillus involutus (Braesel et al. 2015) und AtrA aus dem Basidomyceten Tapinella panuoides (Schneider et al. 2008), sowie die für die Biosynthese von Polyporsäure verantwortliche EchA aus Streptomyces sp. LZ35 (Zhu et al. 2014). Im Fall der Bildung eines Quinones erfolgt die Bindung der Substrate über eine doppelte Claisen-Kondensation, die zur Bildung zweier C-C-Bindungen führt (Balibar et al. 2007; Schneider et al. 2007). Des Weiteren konnten mit der Ralfuranon-Synthase (RalA) aus Ralstonia solanacearum (Wackler et al. 2011) und dem für die Biosynthese von Micorperfuranon beteiligte MicA aus Aspgergillus nidulans (Yeh et al. 2012) zwei Furanon Synthasen identifiziert werden, die eine C-C und eine C-O-Bindung katalysieren. Im Genom von A. terreus wurden fünf NRPS-ähnliche Gene mit einer TE-Domäne identifiziert (Guo and Wang 2014). Anhand von Deletionsstudien konnten mit BtyA und ApvA, die die Grundgerüste der Butyrolactone bzw. Aspulvinon synthetisieren, zwei weitere Furanone-Synthasen identifiziert werden. AtqA wurde als eine weitere Bisindolyl-benzochinonesynthetase identifiziert (Guo et al. 2013a). Die Deletion von MelA führte zu einer Störung in der Pigmentsynthese in den Sporen, das Produkt von MelA blieb jedoch unbekannt.  
 
 Abbildung 1-17: Beispiele für Sekundärmetabolite aus Pilzen, deren Grundstrukturen auf die Biosynthese durch NRPS-ähnliche Enzyme zurückzuführen sind.  Trotz inzwischen einiger charakterisierter Enzyme wurde der genaue Mechanismus für die Bildung des Ringes durch die TE-Domäne bisher nicht aufgeklärt. Braesel et al (2015) stellte die These auf, dass eine katalytische Triade also eine Dreiergruppe aus einem Serin, Asparagin und einem Histidin für die Bildung von Quinone zuständig ist. Dabei sollte das Asparagine von einer aliphatischen Aminosäure und zwei Prolinen befolgt werden. Bei der Bildung von einer Struktur mit einem Furanonkern sollte das Asparagin mit einer Asparaginsäure getauscht sein.   
 Prenyltransferasen katalysieren die Übertragung von unterschiedlichen aktivierten Terpeneinheiten auf eine Vielzahl verschiedener Akzeptoren. Die von diesen Enzymen verwendeten Prenyl-Einheiten werden letztendlich aus den C5-Bausteinen Isopentenyldiphosphat (IPP) und Dimenthylallyldiphosphat (DMAPP) gebildet und stammen je nach Organismus aus dem Mevalonat- oder dem Methylerythritolphosphatweg. Der Transfer einer Prenyleinheit beginnt immer mit der Abspaltung des Diphosphats von dem Prenyldonor, wodurch ein reaktives Carbeniumion entsteht. Dieses greift anschließend elektrophil das Akzeptor Substrat an. Je nach Lokalisation der positiven Ladung kann die 
 
Prenyl-Einheit regulär über das C-1 oder revers über das C-3 Atom gebunden werden (Abbildung 1-18).   Abbildung 1-18: Reguläre und reverse Prenylierung am Beispiel von DMAPP. Ar = beliebiger Aromat  Die Prenyltransferasen tragen zur Diversität und biologischen Aktivität der Moleküle bei und bilden somit eine wichtige Enzymklasse im Primär- und Sekundärmetabolismus der Organismen (Winkelblech et al. 2015a). Die Prenyltransferasen werden im Hinblick auf ihre Akzeptormoleküle in drei große Gruppen eingeteilt.  Die Isoprenyldiphosphatsynthasen (IPPS) verknüpfen die Isomere DMAPP und IPP zunächst zu Geranyldiphosphat (GPP, C10), welches durch fortlaufender Kondensation mit den IPP zu langgliedrigen Ketten, wie beispielsweise Farnesyldiphosphat (FPP, C15) und Geranlygeranyldiphosphat (GGPP, C20) verlängert wird. Die magnesiumabhängigen Enzyme lassen sich gemäß der Konfiguration ihrer Produkte in cis- und trans-IPPS einteilen (Nagel et al 2018).  Die durch die IPPS synthetisierten Isoprenyl-Einheiten (oftmals FPP oder GGPP) dienen wiederum von der Gruppe der Proteinprenyltransferasen zur posttranslationalen Modifikation von Proteinen. Dabei wird die Prenyleinheit auf das Schwefelatom eines Cysteins im C-terminalen Bereich des Proteins übertragen und ermöglicht so die Integration von zuvor hydrophilen Proteinen in die Zellmembran (Nguyen et al 2010). Diese Art an Prenylierung findet sich an Ras-, Rab- und anderen GTP-bindenden Proteinen und Proteinkinasen, die häufig an der Signalweiterleitung in Zellen verantwortlich sind.  Die dritte Gruppe bilden die aromatischen Prenyltransferasen, mit denen im Rahmen dieser Arbeit gearbeitet wurde. Deshalb wird auf diese Gruppe nachfolgend näher eingegangen.  
 Aromatische PTasen katalysieren den Transfer von Prenyl-Gruppen auf ein aromatisches Akzeptormolekül, wobei vor allem DMAPP aber auch GPP und FPP als Prenyl-Donoren verwendet werden. In der Regel finden die Prenylierungen an den Kohlenstoff- oder Stickstoffatomen der Aromaten statt. Es gibt aber auch Beispiele für Prenylierungen an aromatisch gebundenen Hydroxy- oder Thiolgruppen (Rudolf and Poulter 2013; Wunsch et 
 
al. 2015). Im Vergleich zu ihrem nicht prenylierten Vorläufer wird infolge des lipophileren Charakters zumeist die biologische Aktivität der prenylierten Substanz gesteigert (Elshahawi et al. 2017; Wollinsky et al. 2012). Ferner dienen die Prenyl-Ketten als Angriffspunkte für zusätzliche Modifikationen wie Oxidationen, Zyklisierungen oder Acetylierungen (Liu et al. 2016; Raju et al. 2011; Tagami et al. 2014). Die Vielfalt der aromatischen Akzeptoren und deren verschiedene Prenylierungs-positionen führen auch zu einer breiten Heterogenität der aromatischen PTasen selbst. So können sie diverse Bindemotive aufweisen, ihre katalytische Aktivität von Kationen unabhängig oder vollständig ionenabhängig sein und Membrangebunden oder in löslicher Form vorliegen. In Bezug auf ihre strukturellen Organisation und katalytischen Motiven werden die aromatischen PT s in verschiedene Familien und Gruppen eingeteilt (Abbildung 1-19). 
 Abbildung 1-19: Einteilung aromatischer Prenyltransferasen  Die Mitglieder der UbiA-Superfamilie sind membrangebunden, abhängig von divalenten Kationen, wie Mg2+ (Ohara et al. 2009) und besitzen ein aspartatreiche, hoch konservierte NDxxDxxxD-Motiv (Li 2016). Sie kommen in allen Reichen des Lebens vor und stehen oft im Zusammenhang mit dem Primärstoffwechsel. Dort spielen sie beispielsweise in der Biosynthese der Ubichinone und Menachinone eine Rolle, wie auch der Namensgeber der Familie, das UbiA aus Escherichia coli und COQ2 aus Saccharomyces cerevisiae (Ashby et al. 1992; Forsgren et al. 2004). Die löslichen Enzyme der PT-barrel Superfamilie sind in Pilzen und Bakterien zu finden. Sie enthalten keine bisher bekannten gemeinsamen Sequenzmotive, formen aber durch die fünffache Wiederholung von -Elementen eine ähnliche Tertiärstruktur (Tello et al. 2008). Die insgesamt zehn antiparallel angeordneten Faltblätter bilden einen zentralen Zylinder, der von einem Ring von Helices nach außen abgeschirmt wird. Mit über 50 biochemisch charakterisierten Proteinen ist die Familie der Dimethylallyltryptophan-
 
synthasen (DMATS) im Moment die am besten untersuchteste Gruppe dieser Enzymklasse (Awakawa et al. 2018; Chen et al. 2017; Pan et al. 2018; Winkelblech et al. 2015a; Wohlgemuth et al. 2018; Wong et al. 2018).  
 In Claviceps purpurea wurde mit DmaW, welches den ersten Schritt in der Biosynthese von Ergotalkaloiden katalysiert, das erstes Enzym der DMATS Superfamilie charakterisiert (Tsai et al. 1995). Es überträgt DMAPP auf das C-4-Atom des Indolrings von Tryptophan. Die Identifizierung von FgaPT2 als das DmaW Orthologe aus A. fumigatus (Unsöld and Li 2005) markierte den Beginn einer intensiven Erforschung der DMATS-Prenyltransferasen. Bei den DMATS-Prenyltransfreasen handelt es sich um lösliche Proteine vornehmlich aus Ascomyceten, die in ihrer Reaktion stets unabhängig von der Anwesenheit von zweiwertigen Kationen sind. Zahlreiche biochemische Studien belegen deutlich die Promiskuität gegenüber einer Vielzahl von aromatischen Akzeptoren (Fan et al. 2015a; Yang et al. 2020). Anhand ihrer Herkunft werden sie manchmal in zwei Untergruppen unterteilt (Abbildung 1-19), die sich strukturell aber sehr ähnlich sind (Metzger et al. 2009) und darum in der vorliegenden Arbeit nicht unterschieden werden. Für die überwiegende Mehrheit bilden Tryptophanderivate oder tryptophan-haltige zyklische Dipeptide die natürlichen Substrate. Im Laufe der Zeit konnten regiospezifische Prenyltransferasen für alle Positionen am Indolring identifiziert und charakterisiert werden. (Winkelblech et al. 2015a; Yu and Li 2012)(Abbildung 1-20 A-C).  
 Abbildung 1-20: Ausgesuchte Beispiele für die verschiedenen von DMATS akzeptierten Substrate. A: L-Tryptophan, B/C: Zyklische Dipeptide, D: L-Tyrosin, E: andere Indol-Derivate, F: Nicht-aromatische Substrate  
 
Neben den PTasen aus Ascomyceten, finden sich bakterielle PTase, wie die 6-DMATS aus verschiedenen Streptomyces Spezies (Elshahawi et al. 2017; Winkelblech and Li 2014) und LtxC aus Lyngbya majusculav (Edwards and Gerwick 2004), TelC aus Streptomyces 
blastmyceticus (Awakawa et al. 2014) und MpnD aus Marinactinospora thermotolerans (Ma et al. 2012) in dieser Gruppe. Während die 6-DMATS die C6-Prenylierung von Tryptophan katalysieren, prenylieren LtxC, TelC und MpnD die C7-Position an (-)-Indolactam V (Abbildung 1-20 C). Aber auch andere Indolderivate werden häufig als Substrat verwendet. So katalysieren AtmD aus A. flavus und PaxD aus Penicillium paxilli die Prenylierung von Indol-Diterpenen und ArdB aus Aspergillus fischeri prenyliert ein zyklisches Tripeptid (Haynes et al. 2013; Liu et al. 2013; Liu et al. 2014). Des Weiteren wurde bei der Aufklärung des Terrechinon A Synthese in A. nidulans TdiB als Prenyltransferase für Bisindolbenzochinone identifiziert (Abbildung 1 3 E) (Balibar et al. 2007; Schneider et al. 2008b) und in A. terreus katalysiert AstA die Prenylierung von Asterichinon D (Tarcz et al. 2014a). Darüber hinaus übertragen die DMATS-PTasen die Prenyl-Gruppen auch auf andere aromatische Verbindungen. Dazu gehören die beiden Tyrosin O-Prenyltransferasen SirD und TyrPT aus Leptosphaeria maculans und Aspgergillus niger (Abbildung 1-20) (Fan et al. 2014; Kremer and Li 2010). AbpB aus A. terreus scheint gleichzeitig sowohl an der Biosynthese von Aspulvinone als auch Butryrolactone beteiligt zu sein (Guo et al. 2015). Weitere Beispiele sind die Prenylierung von Xanthone durch XptB aus A. nidulans (Pockrandt et al. 2012) oder die Prenylierung von Flavonoiden durch FoPT1 aus Fusarium oxysporum (Yang et al. 2016). Einen sehr außergewöhnlichen Vertreter der DMATS stellt PAPT aus Phomopisis amygdali dar, das die Prenyl-Gruppe nicht an den Aromaten, sondern an ein Sauerstoff der Glukose-Einheit von Fusioccin P überträgt (Abbildung 1-20 F)(Noike et al. 2012). Die überwiegende Mehrheit der DMATS akzeptieren ausschließlich DMAPP als Prenyl-Spender und zeigen eine hohe Regioselektivität bei der Verwendung ihrer natürlichen Substrate. Bei der Verwendung von unnatülichen Substraten sind die PTasen jedoch deutlich unspezifischer in der Position der Prenylierung (Mai et al. 2019; Winkelblech et al. 2016; Zhou et al. 2017). In in-vitro Experimenten mit chemisch synthetisierten DMAPP-Analoga zeigte sich gleichermaßen eine Lockerung der Regiospezifität (Liebhold et al. 2013; Winkelblech et al. 2015b). Allerdings gibt es einige wenige Ausnahmen für DMATS die andere Prenyl-Donoren wie GPP oder FPP oder sogar mehrere Prenyl-Donoren nutzen. Darunter fallen die an der Biosynthese von Hydroxynaphthalinen beteiligte BAE61387 aus A. oryzae (Pockrandt et al. 2014) und die schon erwähnten Enzyme MpnD, TleC, und AstPT (Mori et al. 2016; Tarcz et al. 
 
2014b; Zhou et al. 2016). Während LtxC und VrtC ausschließlich GPP für die Geranylierung ihrer Substrate verwenden (Chooi et al. 2012), akzeptiert AtaPT DMAPP, GPPund FPP als Prenyldonoren (Chen et al. 2017). Mit der Aufklärung der Kristallstrukturen von FgaPT2, FtmPT1 und CdpNPT (Jost et al. 2010; Metzger et al. 2009; Schuller et al. 2012) und der daraus resultierenden Identifikation der Bindetasche wurden Mutagenensen der PTasen möglich (Fan et al. 2015b; Mai et al. 2018; Zhao et al. 2017; Zhou et al. 2016). Mittlerweile konnten alle Positionen am Indolring mit Hilfe von manipulierten DMATS eine Geranyl-Gruppe angefügt werden (Liao et al. 2018).  
 
2. Zielsetzung Die folgenden Fragestellungen sollten im Rahmen dieser Dissertation bearbeitet werden:  Klonierung und Expression der putativen Gene für die NRPS-ähnlichen Enzyme aus A. terreus und EAQ91752 aus C. globosum Die NRPS-ähnlichen Gene ATEG_ 00700 (atqA), ATEG_02004 (apvA), ATEG_02815 (btyA); ATEG_03090 (atrAAt), ATEG_03563 (melA) und ATEG_08899 (pgnA) aus A. terreus FGSC A1158 und CHGG_03687 (astA) aus C. globosum NRRL 1870 sollten heterolog exprimiert und die enzymatischen Produkte identifiziert werden. Die Arbeitsschritte sollten wie Folgt durchgeführt werden: 
 Amplifikation der NRPS-ähnlichen Gene aus cDNA von A. terreus FSA1158 zur Kontrolle der vorhergesagten Intron-Exon Struktur 
 Amplifikation von CHGG_03687 aus gDNA von C. globosum 
 Klonierung der codierenden Sequenzen der NRPS-ähnlichen Gene aus A. terreus und CHGG aus in den Expressionsvektor pESC-URA mit anschließender Expression der Gene in S. cerevisiae 
 Aufreinigung der überproduzierten Proteine zur Untersuchung der enzymatischen Aktivität 
 Identifizierung und Isolierung der Produkte sowie deren Strukturaufklärung    Zielgerichtete Interenzymatische Domänen Rekombination zur Gewinnung neuer Produkte  NRPS-ähnlichen Enzym besitzen wie auch NRPS autonome Domänen. Eine rekombination der Domänen zwischen den Proteinen sollte die Bildung neuer Substanzen ermöglichen. Um das zu erreichen wurden die Phenylpyruvat, 4-Hydroxylpyruvat oder Indolpyruvat verwendeten A-Domänen von ApvA, PgnA bzw. AstA oder AtqA mit den TE-Domänen der verschiedenen Lacton bzw. Chinon bildenden Enzyme kombiniert. Die T-Domänen sollten jeweils von beiden Enzymen abgeleitet werden.    
 
Dafür war der folgende Arbeitsablauf vorgesehen: 
 Amplifikation der A-; A/T-, T/TE- bzw. TE-Domäne mit komplementären Bereichen zu den jeweiligen zukünftig benachbarten Domänen  
 Fusion der amplifizierten Domänen von den NRPS-ähnlichen Genen mittels Homologer Rekomination in E. coli 
 Expression der Konstrukte mit den rekombinierten NRPS-ählichen Gene in S. cerevisiae 
 Aufreinigung und Strukturaufklärung der durch die rekombinierten Enzyme entstandenen Produkte   Koexpression der NRPS-ähnlichen Gene mit den zugehörigen putativen Prenyltransferasen und Analyse der Sekundärstoff in den Transformanten  In der näheren genetischen Umgebung von einigen der zuvor untersuchen NRPS-ählichen Enyzme wurden Gene die für putative Prenyltransferasen kodieren gefunden. Die Prenyltransferase Gene sollten zusammen mit den NRPS-ähnlichen Genen in Saccharomyces cerevisiae expemiert und die Produkte identifiziert werden.  Vorgesehen waren folgende Arbeitsschritte:  
 Amplifikation der putativen Prenytransferasen-Gene aus cDNA von A. terreus FSA1158 zur Kontrolle der vorhergesagten Intron-Exon Struktur 
 Klonierung der kodierenden Sequenzen der Prenyltransferase Gene in den Clustern der NRPS-ählinichen Enyzme aus A. terreus und C. globosum in den Expressionsvektor pESC-HIS 
 Transformation der Plasmide mit den jeweils zugehörigen NRPS-ähnlichen Enzymen  
 Identifizierung und Isolierung der Produkte sowie deren Strukturaufklärung   
 
3. Materialien und Methoden 
 
 Die für die vorliegende Arbeit verwendeten Chemikalien wurden hauptsächlich von den Firmen Roth (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Sigma-Aldrich und VWR (Radbor, USA), Thermo Fisher Scientific (Walthham, USA), AppliChem (Darmstadt), Alfa Aesar (Karlruhe) und BD (Heidelberg) bezogen. Tabelle 3-1:Spezielle Chemikalien und Medienbestandteile 
 
 Tabelle 3-2:Verwendete Geräte 
 
 





 Tabelle 3-4: Enzyme, Kits und Antikörper 
 
 
 Tabelle 3-5: Verwendete E. coli Stämme 
 
Tabelle 3-6: Verwendete Pilzstämme 
 
  
 Tabelle 3-7: Verwendete kommerziell erhältliche Klonierungs- und Expressionvektoren 
   
 
Tabelle 3-8: Verwendete Plasmide 












 * Ein Überhang aus einem GSGSGGSGS-Motiv zwischen der A- und T-Domäne der Rekombinierten NRPS-ähnlichen Gene   
 
 Die Oligonukleotide wurden von den Firmen Eurofins Genomicx (Ebersberg) und Microsynth (Balgach, Schweiz) synthetisiert.  Tabelle 3-10: Im Rahmen dieser Arbeit für die Expression der NRPS-ähnlichen Gene in A. nidulans designte und verwendete Oligonukleotide. Überhänge sind klein geschrieben, Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen, der His-Tag ist kursiv. 
tcagacacagaataactctccatgcggagagacggacggt ATGGTGGTGGTGATGATGCATgattaaaggttcttggat tctagaattctgtctgagaggaggcact accgtccgtctctccgcatggagagttattctgtgtct gcttggcatcacgcatcagtgcctcctctcagacagaatCATGCGGAGAGACGGACGGACG ACATATTTCGTCAGACACAGAATAACTCTCGATCAGGAGAAGGAGAGTC TCAGCGGACTTGACTCTCCTTCTCCTGATCGAGAGTTATTCTGTGTCTG TCTGCGTCCGTCCGTCTCTCCGCATGattctgtctgagaggaggcactg ATGcatcatcaccaccatGGCTCCCTCGCGGTTTCAG ATGcatcatcaccaccatAATAAGAAGCTCAAGCTTTTC ATGcatcatcaccaccatCAACCAAGCCTTATTCCCTC ATGcatcatcaccaccatTCTTTCAAGAACCTCCAACA ATGcatcatcaccaccatATGACTTTGAACAACCTACA ccttttcgccctttgtcatagtaaagtgattcgcgtcatgGCACCCAATCACTGTCAACTAC ccttttcgccctttgtcatagtaaagtgattcgcgtcatgAAAGATTTACTTAACGCGAGTCTCACAATC gccttttcgccctttgtcatagtaaagtgattcgcgtcatgTTTTGGCAGGTGCCTTTTGATAG ccttttcgccctttgtcatagtaaagtgattcgcgtcatgTCTACCTCATCTCTGAGAGCTGTC gccttttcgccctttgtcatagtaaagtgattcgcgtcatgAGGTCGTCTGGGGACGTGAGG CTGAAACCGCGAGGGAGCCatggtggtggtgatgatg GCTTGAGCTTCTTATTatggtggtggtgatgatg GAGGGAATAAGGCTTGGTTGatggtggtggtgatgatg CCTGTAGGTTGTTCAAAGTatggtggtggtgatgatg  
 
 Tabelle 3-11: Oligonukleotide, die für die Klonierung der NRPS-ähnlichen Gene in den pESC-URA Vektor verwendet wurden. Überhänge sind klein geschrieben, Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen, der His-Tag ist kursiv. 
ggaattccATGACTTTGAACAACCTACAG gactagtcTCACATTCCTCGCTCATCCAG gactagtcGGCACATTCCTCGCTCATCCAG aaaagtaagaatttttgaaaATGACTTTGAACAACCTACAG atcgtcgtcatccttgtaatcCATTCCTCGCTCATCCAGC atcgtcgtcatccttgtaatcTCAatggtgatggtgatggtgCATTCCTCGCTCATCCAGC tccaaaaaaaaagtaagaatttttgaaaATGcaccatcaccatcaccatACTTTGAACAACCTACAG tttgaaaattcgaattcATGACCAAAATTGATTTGATTAAC aatccatcgatactagtgCTACAAACCCCGAGCATCCATC gaatttttgaaaattcgaattcATGcaccatcaccatcaccatACCAAAATTGATTTGATTAAC tccttgtaatccatcgataCTAgtggtgatggtgatggtgCAAACCCCGAGCATCCATC TTGTTAATTAAGAGCTCAGAGAGATAGAGAGAGACAGAGAGTACCCCGAGCATCCATCGC ataagaatgcggccgctaaATGTCTTTCAAGAACCTCCAAC gaagatcttcactagtccTAGTCGACGGCCATACTCTG agatctaaactagtccAATTCCCCGTGCTTCCAAC gagctcagatcttatcgtcgtcatcctCTAAATTCCCCGTGCTTCCAAC ccctcactaaagggcggccgctaaATGcaccatcaccatcaccatTCTTTCAAGAACCTCCAAC tccaaaaaaaaagtaagaatttttgaaaATGTCTTTCAAGAACCTCCAAC ataagaatgcggccgcATGCAACCAAGCCTTATTCC gactagtTTACATGCCCCTCTCAGCAAG gactagtTTCATGCCCCTCTCAGCAAG gtcatccttgtaatccatcgatactagtttacATGCCCCTCTCAGCAAG gaattcaaccctcactaaagggcggccgcATGcaccatcaccatcaccatCAACCAAGCCTTATTCC ataagaatgcggccgctaaactATGAATAAGAAGCTCAAGC ggactagtTTAGATTCCACGGTCATTCAGCG ggactagtTTGATTCCACGGTCATTCAGCG tccaaaaaaaaagtaagaatttttgaaaATGAATAAGAAGCTCAAGC tccaaaaaaaaagtaagaatttttgaaaATGcaccatcaccatcaccatAATAAGAAGCTCAAGC atcgtcgtcatccttgtaatcTTAGATTCCACGGTCATTCAGCG atcgtcgtcatccttgtaatcTTAatggtgatggtgatggtgGATTCCACGGTCATTCAGCG tttgaaaattcgaattcATGACTCGCACGGAGATCCTC aagagctcagatcttatCTACACCCCTCGCTCCCTCAAC 
 
gaatttttgaaaattcgaattcATGcaccatcaccatcaccatACTCGCACGGAGATCCTC cggaattccgATGGGCTCCCTCGCGGTTTC agatctgggcggccgcCAGCCCACGCTCCCGCAGC agtaagaatttttgaaaattcgaattccgATGGGCTCCCTCGCGGTTTC agtaagaatttttgaaaattcgaattccgATGcaccatcaccatcaccatGGCTCCCTCGCGGTTTC tcatccttgtaatccatcgatactagtCTACAGCCCACGCTCCCGCAGC    Tabelle 3-12: Für die Expression der NRPS-ähnlichen Gene in E. coli verwendeten Oligonukleotide. Die homologen Bereiche sind klein geschrieben. 
gtttaactttaagaaggagatataccatggATGCACCATCACCATCACCttgttagcagccggatctcagtggtaccGTTAATTAAGAGCTCAGATCTaattcattaaagaggagaaattaaccatggATGCACCATCACCATCACCaacaggagtccaagctcagctaattaagCTTAATTAAGAGCTCAGATCTatgaaacaccaccaccaccaccaccaccacGTGCAAGACACATCAAGaactcagcttcctttcgggctttgTTAGGATAGGCAATTACACACtgtttaactttaagaaggagatataATGGTGCAAGACACATCAAGcggatctcagtggtggtggtggtggtgGGATAGGCAATTACACAC   Tabelle 3-13: Oligonukleotide, die für die Reorganisation der Domänen von NRPS-ähnlichen Genen verwendet wurden. Die homologen Bereiche sind klein geschrieben. 
GTTATTGGCGTTCTGGTAGGTggagtatgcgacctaccagaacgccaatAACAATCGATTGCTCAAGCTC ggagtatgcgacctaccagaacgccaatAACAGCCATCTAGTGAAGATGgagtatgcgacctaccagaacgccaatAACGAACAGATGATGGCTCTAC gggagtatgcgacctaccagaacgccaatAACGACGCCGCCGTCAAGAG GTACTCGCGCGGGCCCTGCAGtttggaaaaactgcagggcccgcgcgagTACAACCCCGTCGTGACCCTGtttggaaaaactgcagggcccgcgcgagTACAAACCGGTCATCACCTTGtggaaaaactgcagggcccgcgcgagTACAACCCTGTAGTCGTATTAC tttggaaaaactgcagggcccgcgcgagTACGACCCCGTGGTCACGCTGGTTCGCTTCTTGATAACTTTTATAGgggagactataaaagttatcaagaagcgAACGAGCTGATGCGACGATACgggagactataaaagttatcaagaagcgAACAATCGATTGCTCAAGCTCgggagactataaaagttatcaagaagcgaacagccatctagtgaagatgaaggggagactataaaagttatcaagaagcgAACGACGCCGCCGTCAAG
 
GTATATGCTGCAGTCTCTTTGCcacgctcagcaaagagactgcagcataTACGATCCGGTGGTGACGCTCcacgctcagcaaagagactgcagcataTACAACCCCGTCGTGACCCTGcacgctcagcaaagagactgcagcataTACAAACCGGTCATCACCTTGcacgctcagcaaagagactgcagcataTACGACCCCGTGGTCACGCTGGTTGGCCTCCTGCTGGGCcggcgccttcaaggcccagcaggaggccAACGAGCTGATGCGACGATACcggcgccttcaaggcccagcaggaggccAACAATCGATTGCTCAAGCTCcggcgccttcaaggcccagcaggaggccAACAGCCATCTAGTGAAGATGggcgccttcaaggcccagcaggaggccAACGAACAGATGATGGCTCTACGTACTCGTGCGGCTTCTTGTCcgtcgagacggacaagaagccgcacgagTACGATCCGGTGGTGACGCTCcgtcgagacggacaagaagccgcacgagTACAACCCCGTCGTGACCCTGcgtcgagacggacaagaagccgcacgagTACAAACCGGTCATCACCTTGgtcgagacggacaagaagccgcacgagTACAACCCTGTAGTCGTATTACGTTAGCCGCTTCGTAGGCTGCggccagtttgcagcctacgaagcggctAACGAGCTGATGCGACGATACggccagtttgcagcctacgaagcggctAACAATCGATTGCTCAAGCTCggccagtttgcagcctacgaagcggctAACAGCCATCTAGTGAAGATGggccagtttgcagcctacgaagcggctAACGAACAGATGATGGCTCTACATACACATGCTTCCGTCCCGTGaccagcggcacgggacggaagcatgtgTACGATCCGGTGGTGACGCTCaccagcggcacgggacggaagcatgtgTACAACCCCGTCGTGACCCTGaccagcggcacgggacggaagcatgtgTACAAACCGGTCATCACCTTGaccagcggcacgggacggaagcatgtgTACAACCCTGTAGTCGTATTACGTTTGTGTCCTGGTAGGCTTTG GGCGAGTACAAAGCCTACCAGGACACAAACAATCGATTGCTCAAGCTC GGCGAGTACAAAGCCTACCAGGACACAAACGAACAGATGATGGCTCTAC GTTTGTCTCCTCGAATGCCTG GGCGCCTTCCAGGCATTCGAGGAGACAAACGAACAGATGATGGCTCTAC ggtggtagtggtagtggtggtagtggtagtAACGAACAGATGATGGCTC ggtggtrgtggtagtggtggtrgtggtagtAACGAGCTGATGCGACG ggtagtggtagtggtggtagtggtagtAACAGCCATCTAGTGAAGATG ggtagtggtagtggtggtagtggtagtAACGACGCCGCCGTCAAGAG actaccactaccaccactaccactaccATTGGCGTTCTGGTAGGTCG actaccacyaccaccCGCTTCTTGATAACTTTTATAG actaccactaccaccactaccactaccGGCCTCCTGCTGGGCCTTG  
 
Tabelle 3-14 Oligonukleotide, die für die Klonierung der putativen Prenyltransferasen verwendet wurden. Überhänge sind klein geschrieben. 
GAACTATATCGAATtCCTCTCC CGGTAGTTATCGAAtTCCGTATG cgactcactatagggcccgggcgtcgacATGACCATCCACGCCAAACAC gagcggatcttagctagccgcggtaccCTAGACGTAGTCTCCCAAAAGC TAAAAGAATTcAACCACACAGC TAACTAACTGAgAATTCCACG tcaaggagaaaaaaccccggatccgtaATGACGATTCATGATCCGAATG ggatcttagctagccgcggtaccaagctTATACTGGCCGGGCGCCTTCC tctgcgctcgcagatgtcttCGCTGGTGTGGACATGTCCATTTCTACTCG cgagtagaaatggacatgtccacaccagcgAAGACATCTGCGAGCGCAGA GGATTGGATTGGaATTCCTTG TAGCAAGAGAATTcTACTTGGG cgactcactatagggcccgggcgtcgacATGGGCTCAACAGACAAGACC gatcttagctagccgcggtaccaagctTACAGGAGATCAGCTACCCGTC cttatcgtcgtcatccttgtaatcCTAGTAAGAAGATACGTCCTCCTTG cgactcgtcaaggttacaagaggggTAGTAAGAAGATACGTCCTCCTTG caaggaggacgtatcttcttactaCCCCTCTTGTAACCTTGACGAGTCGT tcaaggagaaaaaaccccggatccgtaATGGCGACCGTTGACACCATCG ggatcttagctagccgcggtaccaagctTAAGTATACTTCCAGTTACCC agctcgggcccggcctcgatgtcgttgcgCTCGACTGTCTTGACCCGAC cccggatccgtaatacgactcactataggATGTCCTTGCCATACCTTCC GCACCTCCATGGCCTCCTTGC CAGTAGGCATTTGGAATTCATC  Tabelle 3-15: Oligonukleotide, die für Sequenzierung verwendet wurden. 




 Die angegebenen Mengen beziehen sich in der Regel auf ein Endvolumen von 1 l. Wenn nicht anders angegeben, wurden die Medien und Zusätze zur Sterilisierung autoklaviert. Zur Herstellung von Festmedien wurden dem Flüssigmedium 1,5% (m/v) Agar zugesetzt. Hitzelabile Zusätze, wie beispielsweise Antibiotika wurden mit einem Spritzenfilter (Filtropur S 0,2, Porengröße 0,2 µm, Sarstedt, Nümbrecht) steril filtriert und nach der Sterilisation zugegeben.  Glukose- und Galaktoselösungen in kleinen Mengen (unter 50 ml) wurden ebenfalls über einen Spritzenfilter (Filtropur S 0,2) filtriert. Größer Mengen für die Zugabe zu Hefemedien von 20%igen Glucoselösungen wurden autoklaviert. Galaktoselösungen wurden über eine Millipore Express™ PLUS Membranfiltereinheit mit (Filterporengröße 0,22µm, Merck Millipore, Darmstadt), die an eine Membranpumpe angeschlossen wurde filtriert.    
 LB-Medium 
NaCl     10,0 g 
Trypton     10,0 g 
Hefeextrakt    5,0 g 
 SOC-Medium Trypton     20,0 g Hefeextrakt    5,0 g NaCl     0,6 g KCl     0,2 g MgCl2     0,952 g MgSO4     2,408 g Die Bestandteile wurden in Wasser gelöst, auf 980 ml aufgefüllt und durch autoklavieren sterilisiert. Im Anschluss wurden 20 ml 1 M Glukoselösung hinzufügt. 
 




 Glukose Minimal Medium (GMM) Nitratsalze 20x    50 ml Spurenelemente   1 ml Glucose     10 g Mit NaOH auf pH6,5 einstellen Die Spurenelemente wurden steril nach dem Autoklavieren zugeben  HME Malzextrakt  1% (w/v) Hefeextrakt  0,4% (w/v) Glucose   0,4% (w/v)  CDH Czapek-Dox  3,5% (w/v) Hefeextrakt  0,5% (w/v)   
 
 Hefemedien wurden vorläufig auf ein Volumen von 900 ml aufgefüllt und autoklaviert. Nach der Sterilisierung wurden sterile 20%ige Zuckerlösungen als Kohlenstoffquelle zugefügt. Dabei wurde Galaktose für die Expression von Proteinen in Flüssigmedien verwendet, ansonsten wurde Glukose eingesetzt.   YPD (Yeast extract Peptone Dextrose) Hefeextrakt  1% (w/v) Peptone   2% (w/v) Glucose   2% (w/v)  SC-Medium (Synthetic Complete) Yeast Nitrogen Base without aminoacids 6,7% (w/v) CMS-HIS-LEU-URA    0,069% Zucker       2% L-Leucin     60mg L-Hisitidin     20mg L-Uracil      20mg Zur Selektion wurden die auf den Plasmiden kodierten Aminosäuren ausgespart. Mit 1M NaOH pH-Wert auf 6,2-6,3 einstellen  
 Die Antibiotika wurden in Wasser als Stammlösung angesetzt, zur Sterilisierung über einem Spritzenfilter (Filtropur S 0,2) filtriert, aliquotiert und bis zur Verwendung bei –20°C gelagert. Die Zugabe der Antibiotika erfolgte unter sterilen Bedingungen kurz vor Gebrauch der Medien. Festmedien wurden vor der Zugabe auf etwa 50°C abgekühlt.   Tabelle 3-16: 
 
Tabelle 3-17: Verwendete Auxotrophiemarker 
 
 Tabelle 3-18: Puffer und Lösungen für die Protoplastierung und Transformation von A. nidulans 
 
  
 Tabelle 3-19: Lösungen für die Isolierung von Plasmid-DNA 
Tabelle 3-20: Puffer zur Isolierung von DNA aus Ascomyceten 
 
 Tabelle 3-21: Lösungen für die Agarosegelelektrophorese 
 Tabelle 3-22: Puffer für die Transformation von S. cerevisiae
 Tabelle 3-23: Puffer zur Isolierung von Proteinen aus Hefe
 
 Tabelle 3-24: Puffer zur Reinigung von Proteinen mittels Nickel Affinitätschromatographie 
Tabelle 3-25: 
 




 Die Kultivierung von E. coli erfolgte in der Regel in LB-Flüssigmedium bzw. auf LB-Festmedium bei 37°C mit den Resistenzen entsprechenden Antibiotika (Tabelle 3-16). Die Flüssigkulturen wurden über Nacht (16 h) unter Schütteln bei 230 rpm und einer Temperatur von 37°C inkubiert. Zu einer eventuellen Verbesserung der Proteinexpression wurde die Temperatur auf 30°C oder 22°C gesenkt. 500 µl einer über Nacht gewachsenen Kultur wurden mit 250 µl sterilem Glycerin gemischt um eine Dauerkultur herzustellen. Diese wurde bei -80°C gelagert.  
 
 Die Kultivierung von A. nidulans erfolgte in GMM unter der Zugabe der benötigten Auxotrophiemarker (Tabelle 3-17) bei 37°C unter Lichtausschluss. Flüssigkulturen wurden unter Schütteln bei 150 rpm und 37°C im Dunkeln kultiviert.  
 Die Kultivierung von A. terreus erfolgte auf HME-Agar oder in -Flüssigmedium bei 37°C unter Lichtausschluss. Flüssigkulturen wurden zusätzlich bei 150 rpm unter Schütteln angezogen.  
 Die Kultivierung von C. globosum erfolgte auf CDH-Agar oder in -Flüssigmedium bei 24°C im Dunkeln. Flüssigkulturen wurden zusätzlich bei 130 rpm unter Schütteln angezogen.  
 Die Kultivierung von S. cerevisiae erfolgte in flüssigem YPD- oder SC-X-Medium in einem Schüttelinkubator bei 30° unter Schütteln bei 230 rpm. Für die Anzucht auf entsprechendem Festmedium wurden die Platten bei 30°C im Brutschrank für bis zu 60 h inkubiert. Zur Produktion von Aspulvinone E wurden die jeweiligen Flüssigkulturen nach Bedarf unter Ausschluss von Licht kultiviert.  
 
 Sporen wurden unter der Verwendung von 3-5 ml einer 0,1 % (v/v) Tween® 20-Lösung von 2-6 gut sporulierenden Platten mithilfe einer sterilen Impföse abgewaschen und in ein 50 ml Reaktionsgefäß überführt. Zur gründlichen Trennung der Sporen von eventuell vorhandenen Mycelbruchstücken und Agarresten wurden der Suspension Glasperlen (2,85-3,45 mm, Roth, Karlsruhe) hinzugefügt und das Gemisch für etwa 2 min mit Hilfe eines Vortexgerätes gemischt. Um die Glasperlen, Mycelüberreste und Agarreste zu entfernen wurde die Suspension im Anschluss über Watte filtriert. Die Suspension wurde bei 3000x g für 5 min bei 4°C zentrifugiert und der Überstand verworfen. Zur Lagerung wurden die Sporen in 500 µl Glycerinlösung (20 % v/v) resuspendiert und bei -80°C eingefroren.  
 
 Das Mycel von 3 bzw. 4 Tage alten A. terreus oder C. globosum Schüttel-Kulturen wurde über ein Filterpapier von dem Medium abgetrennt, um Wasserrückstände zu entfernen mit Küchenrollenpapier gepresst und anschließend mit flüssigem Stickstoff schockgefroren. Zur Isolierung der genomischen DNA wurde das Mycel unter Verwendung von flüssigem Stickstoff zu einem feinen Pulver gemörsert. Dabei wurde darauf geachtet, dass alle verwendeten Materialien ebenfalls vor Gebrauch in Stickstoff gekühlt wurden. 100 mg des Mycel wurden in ein 2 mg Reaktionsgefäß überführt mit 1 ml DB (Tabelle 3-20) und eine Spatelspitze Proteinase K für zwei Stunden bei 50°C und 160 rpm im Schüttelheitzblock inkubiert. Es wurden 1 ml Phenol/Chloroform/Isomaylalkohol zugegeben und die Lösung für fünf Minuten invertiert. Bei einer Zentrifugation für sieben Minuten bei 5000 rpm und 4°C ließen sich die Phasen voneinander trennten. Die obere wässrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und der Vorgang bei Bedarf wiederholt, mindestens jedoch zweimal durchgeführt. Da Phenol bei PCR-Reaktionen hinderlich sein kann erfolgte  zur Entfernung von Phenolrückständen der Vorgang zum Abschluss mit einem Gemisch aus Chloroform/Isomaylalkohol wiederholt. Durch die Zugabe von 80 µl 3 M Natriumacetat und 1,1 ml Isopropanol mit einer anschließenden Inkubation für 30 min bei -80°C, oder über Nacht bei -20°C, wurde die gDNA gefällt.  
 
 Das E:N.Z.A. Fungal RNA Miniprep Kit wurde verwendet um die mRNA zu isolieren. Das Mycel von 3 oder 4 Tage alten A. terreus Kulturen wurde wie in Kapitel 3.5.1 beschrieben zu einem feinen Pulver verarbeitet. Zur Isolierung der mRNA wurden ca. 80 mg des pulverisierten Materials nach den Angaben des Herstellers verwendet. Auch der als optional angegebene Schritt zum Verdau der DNA wurde durchgeführt. Die anschließende Synthese der cDNA erfolgte mit dem ProtoScript® II First Strand cDNA Aynthesis Kit (NEB) nach den Angaben des Herstellers. Dazu wurden sowohl die Random-, als auch Oligo d(T)23 - Primer verwendet.  
 Eine Einzelkolonie des gewünschten E. coli Stammes wurde von einer Platte gepickt, in 5 ml SOC-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum (Tabelle 3-16: Tabelle 3-16) überführt und bei 37°C über Nacht kultiviert. 1 ml der Vorkultur wurde genutzt um 100 ml SOC-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum anzuimpfen. Die Zellen wurden bis zu einer Absorption von 0,3 bei 600 nm weiter kultiviert. Anschließend wurde die Kultur in ein 50 ml Reaktionsgefäß überführt und möglichst schnell heruntergekühlt. Alle folgenden Schritte erfolgten auf Eis bzw. bei 4°C. Zunächst wurden die Zellen durch eine Zentrifugation bei 4000 rpm für 10 min sedimentiert. Das entstandene Pellet wurden zweimal vorsichtig in 30 ml einer eiskalten 100 mM Calciumchlorid-Lösung gewaschen, für 5 min auf Eis inkubiert und erneut pelletiert. Anschließend wurde der Überstand verworfen und die Zellen in 3-5 ml einer 100 mM Calciumchlorid-Lösung, welche mit 15% Glycerin versetzt worden war, resuspendiert. Die Suspension wurde in 1,5 ml Reaktionsgefäße zu je 100/200 µl aliquotiert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.  
 Zur Vermehrung oder der Herstellung von neuen Plasmiden wurden die Stämme XL1-Blue MRF´ oder DH5  verwendet. Die zu transformierenden Plasmide wurden auf die bei -80°C gefrorenen, kompetenten E. coli Zellen gegeben und die Zellen für 30 Minuten auf Eis aufgetaut. Der Hitzeschock erfolgte durch eine Inkubation der Zellen bei 42°C für 60-90 Sekunden. Anschließend wurden die Zellen für zwei Minuten auf Eis inkubiert. Nach der Zugabe von 800 µl SOC-Medium wurden die Zellen für eine Stunde bei 37°C und 230 rpm unter Schütteln inkubiert. Durch eine Zentrifugation bei 5900 x g für eine Minute wurden die 
 
Zellen im Anschluss pelletiert. Der Überstand wurde bis auf etwa 100 µl verworfen und das Pellet im Restmedium resuspendiert. Auf einer LB-Agar-Platte mit dem Plasmid entsprechendem Antibiotikum (Tabelle 3-16) wurden die Zellen ausplattiert. Zum Schluss fand die Inkubation der Platten bei 37°C über Nacht statt.   
 Die Blau-Weiß-Selektion erlaubt eine Vorauswahl von möglichen positiven Klonen bei der Herstellung von rekombinanten Plasmiden. Voraussetzung ist die Verwendung eines E. coli Stammes, welcher durch eine Mutation in dem sogenannten lacZ Gen nicht in der Lage ist, eine funktionsfähige -Galaktosidase herzustellen. Der pGem-T® easy Vektor trägt die für die -Untereinheit der -Galactosidase kodierende Sequenz, welche durch die Zugabe von IPTG exprimiert wird. Das komplementierte Enzym spaltet den Farbstoff XGal (gelb) zu Galaktose und 5-5`-Dibromo-4-4`-Indigo und die Kolonien werden blau. Die erfolgreiche Integration einer DNA-Sequenz in die MCS (multiple cloning site) des pGem-T® easy Vektor führt wiederum zur Inaktivierung des Gens und die Kolonien bleiben weiß.    
 5 ml YPD-Medium wurden mit einer Einzelkolonie von einer 3-5 Tage alten Platte inokuliert. Nach einer Kultivierung bei 30°C und 230 rpm über Nacht wurde die Vor-Kultur verwendet um 50 ml YPD Medium auf eine Absorption von 0,3 bei einer Wellenlänge von 600 nm einzustellen. Bei einer Zelldichte mit einer Absorption von 1,2 bis 2,0 wurde die Kultur in ein 50 ml Reaktionsgefäß überführt und die Zellen bei 1200 x g für 5 min pelletiert. Das Zellpellet wurden mit 25 ml Wasser gewaschen, in 1 ml 100 mM Lithiumacetat aufgenommen und in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Nach einer Zentrifugation bei 9500 x g für 3 min wurden die Zellen in 400 µl Lithiumacetat aufgenommen und zu je 50 µl aliquotiert. Die Zellen wurden erneut pelletiert und der Überstand gründlich entfernt. Nacheinander wurden vorsichtig 240 µl PEG 4000, 36 µl Lithiumacetat und 5 µl Carrier-DNA über die Zellen geschichtet. Zuletzt wurden 2-3 µl Plasmid zugegeben und die Bestandteile gründlich miteinander vermischt (erst mit der Pipette und dann mit einem Vortex-Gerät). Im Anschluss folgte eine Inkubation bei 30°C für 20 min und eine weitere bei 42°C für 30 min. Der Ansatz wurde zum letzten Mal zentrifugiert und der Überstand verworfen, bevor die Zellen in 50 µl Wasser gelöst und auf SC-X-Platten ausgestrichen wurden. Die Platten wurden für zwei bis drei Tage bei 30 °C im Brutschank inkubiert.  
 
  Für die Herstellung von kompetenten Hefezellen wurden 50 ml YPD-Medium mit 1 ml einer über Nacht gewachsenen Kultur angeimpft. Nach einer Inkubation bei 30°C und 230 rpm bis zu einer optische Dichte von 0,6 bei 600 nm wurde die Kultur in ein 50 µl Reaktionsgefäß überführt. Die Kultur wurde bei 1200 x g sowie Raumtemperatur für 5 min zentrifugiert, der Überstand verworfen und die Zellen in 5 ml Puffer A (Tabelle 3-22) resuspendiert. Anschließend wurden die Zellen erneut bei 1200 x g für 5 min pelletiert. Das Pellet wurde in 4 ml Puffer A aufgenommen und in Aliaquots von 200 µl in 1,5 ml Reaktionsgefäßen bei -80°C eingefroren. Für die Transformation der Hefe wurden zu den gefrorenen Zellen 5 µl Carrier DNA und 2 µl Plasmid-DNA hinzugefügt. Bei 37°C wurden die Zellen für 5 min inkubiert, wobei sie mehrfach vorsichtig invertiert wurden. Nach der Zugabe von 1 ml Puffer B (Tabelle 3-22) wurde der Transformationsansatz für 1 Stunde bei 30°C inkubiert. Danach wurde der Ansatz für 3 min bei 9500 x g zentrifugiert und 1 ml Überstand verworfen. Die Zellen wurden im Restmedium resuspendiert und auf Selekionsplatten ausgestrichen.  
 Die verwendeten Lösungen und Medien sind in Tabelle 3-18 aufgeführt. Alle Arbeitsschritte wurden unter sterilen Bedingungen durchgeführt. 
Für die Transformation von A. nidulans wurden zuerst die Sporen von 6 - 8 gut 
sporulierenden Platten geerntet. Mit der Sporensuspension wurden in einem 1 Liter 
Erlenmeyerkolben 400 ml GMM-Flüssigmedium mit den benötigten auxotrophen Markern 
angeimpft. Inkubation bei 28 C, 120 rpm Tischschüttler, für etwa 8 – 12 Stunden.  
 Erreichten die Keimschläuche eine Länge, die etwa 2-3 mal dem Konidiendurchmesser entsprachen,  erfolgte die Ernte der Biomasse.  Die ausgekeimten Sporen wurden in ein 50 ml Reaktionsgefäß überführt und bei 3500 x g für 8 min pelletiert. Das Pellet wurde mit Wasser gewaschen. Die Sporen wurden in 15 ml osmotischem Medium (Tabelle 3-18) resuspendiert und mit 100 mg „lysingenzyme“ aus Trichoderma harzianum versetzt. Die Protoplastierung erfolgte in einem 1 l Erlenmeyerkolben bei 30°C und 80 rpm für 3 – 4 Stunden. Durch mikroskopische Kontrollen wurde die Protoplastierung überprüft. Bei ausreichender Protoplastenmenge wurde die Suspension in ein 50 ml Reaktionsgefäß überführt und vorsichtig mit 7 ml Trapping Puffer 
 
(Tabelle 3-18) überschichtet. Durch Zentrifugation bei 3500 x g und 4°C für 15 min sammelten sich die Protoplasten als milchig-trübe Schicht zwischen osmotischem Medium und Trapping Puffer und wurden mit einer abgeschnittenen Pipettenspitze in ein 15 ml Reaktionsgefäß überführt. Die Protoplastenlösung wurde mit 1,5 mal dem Volumen kaltem STC-Puffer versetzt und die Protoplasten durch erneute Zentrifugation pelletiert. Die Protoplasten wurden vorsichtig in 1 ml kaltem STC-Puffer resuspendiert und in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß  bei 17000 x g für 30 Sekunden bei 4°C nochmals pelletiert. Der Überstand wurde verworfen und die Protoplasten in 120 µl kaltem STC-Puffer (Tabelle 3-18) resuspendiert. Je 10 µl wurden für die Titerbestimmung und 10 µl für die Wasserkontrolle abgenommen.  
 Zur Transformation der Protoplasten wurde das aufgereinigte Plasmid (etwa 1-3 µg) mit STC Puffer auf 100 µl aufgefüllt, gemischt und zu den 100 µl Protoplasten zugegeben. Der Ansatz wurde vorsichtig durch Anschnipsen des Reaktionsgefäßes gemischt und für 50 min auf Eis inkubiert. Nach der Inkubation wurden 1,25 ml frisch angesetzte Calcium-PEG-Lösung (Tabelle 3-18) hinzugefügt und der Ansatz in ein steriles 15 ml Reaktionsgefäß überführt. Durch behutsames Rollen des Reaktionsgefäßes zwischen den Händen wurde der Ansatz sanft gemischt, worauf eine Inkubation bei Raumtemperatur für 20 min erfolgte. Anschließend wurden weitere 5 ml STC-Puffer hinzugegeben und wieder sanft gemischt. Je 600 µl des Trafoansatzes wurden auf eine Platte Bottom Medium mit dem benötigten auxotrophen Marker pipettiert. Sofort wurden 5 ml etwa 45°C warmer Top Agar mit den benötigten Zusätzen zugegeben und vorsichtig geschwenkt um den Weichagar gleichmäßig zu verteilen und die Protoplasten osmotisch einzubetten. Als Negativkontrolle wurden die Protoplasten durch die Zugabe von Wasser zerstört und auf einer Platte ohne Selektionsmarker angezogen.  
 5 ml LB-Medium wurden mit dem benötigtem Antibiotikum versetzt und mit einem einzelnen Klon angeimpft. Die Zellen von 2 ml Bakterienkultur wurden durch Zentrifugation für zwei Minuten bei 16100 x g pelletiert und der Überstand sauber abgenommen.  Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgt nach dem Prinzip der alkalischen Lyse. Dazu wurden die Zellen zunächst in 250 µl Lösung I gut resuspendiert. Die Zelllyse erfolgte durch die Zugabe von 250 µl Lösung II und vorsichtiges Mischen mit anschließender Inkubation bei Raumtemperatur für 5 Minuten. Durch die Zugabe von 250 µl Lösung III und gründliches 
 
Mischen der Lösung wurden die chromosomale DNA und die Proteine gefällt. Die Suspension wurde bei 4 °C für 10 min bei 16100 x g zentrifugiert und der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Im Anschluss wurden 750 µl kaltes Isopropanol hinzugegeben und durch Invertieren gemischt. Bei 16100 x g für 15 Minuten wurde die DNA pelletiert, der Überstand verworfen und das Pellet mit 400 µl eiskaltem, 70%igem Ethanol gewaschen. Nach 5-minütiger Zentrifugation bei 16100 x g wurde der Ethanol verworfen und das Pellet für 10 Minuten getrocknet. Schließlich wurde das Pellet in 50 µl dest. Wasser gelöst. 
 
 Zu analytischen Zwecken wurden Restriktionen in einem Volumen von 10 µl durchgeführt. Für eine nachfolgende Verwendung der entstandenen DNA-Fragmente wurden die Restriktionen in einem präparativen Maßstab von 50 µl angesetzt.  Die DNA-haltigen Lösungen wurden mit dem benötigtem Reaktionsenzym und dem zugehörigen Reaktionspuffer vermischt und mit autoklaviertem Wasser auf das Endvolumen aufgefüllt. Die Restriktion erfolgte für analytische Zwecke bei einer Temperatur von 37°C für 1 - 2 Stunden. Für den präparativen Maßstab wurde die Inkubationszeit auf bis zu 12 Stunden verlängert. Für nachfolgende Experimente wurde die DNA im Anschluss je nach Bedarf gereinigt oder dephsosphoryliert.  
 Zur Verbesserung der Effizienz von anschließenden Ligationen und eine Religation der Vektoren bei den nachfolgenden Homologen Rekombination zu hemmen wurden durch Restriktion geöffnete Vektoren mit Hilfe der Shrimp-Alkaline-Phasphatase (SAP) desphsphoryliert. Dafür wurde der geöffnete und aufgereinigte Vektor mit 1 µl SAP versetzt und für eine Stunde. bei 37 °C inkubiert. Zur Inaktivierung des Enzymes wurde der Ansatz entweder mittels Ethanol gefällt oder für 20 min bei 65 °C inkubiert.  
 Reaktionen für eine Ligation in den pGemTeasy-Vektor wurden in einem Endvolumen von 10 µl nach Herstellerangaben mit den mitgelieferten Komponenten angesetzt. Die Ligationsreaktionen in andere Vektoren wurden mit der T4-DNA-Ligase (Jena Bioscience) und dem mitgelieferten Reaktionspuffer in einem Maßstab von 20 µl durchgeführt. Die 
 
Ligationen erfolgten bei 22°C über Nacht. Die Zusammensetzungen der Ligationsansätze finden sich in Tabelle 3-27.  Tabelle 3-27: Schemata der Ligatonsansätze für pGemT easy bzw. andere Vektoren 


  Für die Ligationsreaktion in die anderen Vektoren wurde in der Regel ein molares Verhältnis von linearisiertem Vektor zu Insert von 1:3 eingesetzt. Für die Berechnung der Menge an benötigtem Insert wurde folgende Formel verwendet.  
Masse (Insert) [ng] = 
Masse (Vektor)[ng] x Länge (Fragment) [bp] 
x3 
Läng (Vektor) [bp] 
  
 Die Amplifizierung von benötigten DNA-Sequenzen wurde mit der Expand High FidelityTM- oder der Phusion®-Polymerase nach Angaben der Hersteller durchgeführt.  






Tabelle 3-29: Standard-PCR-Programm  
Die Amplifikation der NRPS-ähnlichen Gene für anschließende Fusions-PCR wurde mit der Expand High Fidelity™ Polymerase bei 53 °C durchgeführt. Die NRPS-ähnlichen Gene konnten nur mit der Expand High Fidelity™ Polymerase von cDNA amplifiziert werden. Die Annealing Temperatur lag dabei bei: apvA = 58 °C; btyA = 56 °C; pgnA =60 °C und melA = 58 °C. Für alle anderen Amplifikationen wurde die Phusion® Polymerase mit einer Annealing-Temperatur von 58 °C verwendet. 
 Die zu fusionierenden DNA-Fragmente wurden mit Hilfe der Phusion Polymerase über eine PCR-Reaktion vervielfältigt. Die verwendeten Primer fügen dabei einen mindestens 20 bp langen komplementären Bereich für die in Zukunft benachbarten Sequenzen ein. Der Vektor wurde durch eine Restriktion mit zwei verschiedenen Enzymen geöffnet und anschließend dephosphoryliert. Alle DNA-Fragmente wurden aufgereinigt (Kapitel 3.5.16) und in kompetente E. coli Zellen transformiert (Kapitel 3.5.4). Von dem Vektor wurden 100 ng und von den DNA-Fragmenten 200-300 ng eingesetzt. Das Volumen für die Transformation sollte dabei 10 µl nicht überschreiten. Für die Transformation wurden 50 µl auf Eis aufgetaute E. coli Zellen auf die DNA-Lösung gegeben.  
 Die Auftrennung von Nukleinsäuren erfolgte nach ihrer Größe mittels horizontaler Agarose-Gelelektrophorese. Zur Herstellung der Agarosegele wurde die gewünschte Menge Agarose in 1x TAE-Puffer (Tabelle 3-21) in der Mikrowelle durch Erhitzen gelöst. Die auf circa 50°C heruntergekühlte Agaroselösung wurde mit 1x SYBR® Safe versetzt, in einen vorbereiteten Gelschlitten gegossen und mit einem Probekamm versehen. Nach dem Auspolymerisieren des Gels wurde der Schlitten in eine mit 1x TAE-Puffer gefüllte 
 
Gelelektrophoresekammer gesetzt und der Probenkamm entfernt. Die Proben wurden mit 6x BPB-Lösung (Tabelle 3-21) versetzt und in die Taschen des Gels pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte bei ca. 5 v/cm. Als Größenstandard wurde der Gene RuleTM DNA-Ladder Mix verwendet. Zur Detektion der Fragmente wurden die Eigenschaften von SYBR® Safe genutzt, welches als Fluoreszenzfarbstoff in der Lage ist, in die DNA zu interkalieren. Dadurch konnten die DNA-Fragmente auf dem UV-Tisch (Image Quant 100) bei einer Wellenlänge von 312 nm detektiert werden.   
 DNA wurde gereinigt bzw. ankonzentriert, indem der DNA haltigen Lösung  Vol. 3 M Natriumacetat und 2,5 Vol. kaltes 100%iges Ethanol (p.a.) hinzugefügt wurden. Der Ansatz wurde vermischt und für 30 min bei -80°C oder über Nacht bei -20°C inkubiert. Durch Zentrifugation bei 20180 x g für 15 min bei 4°C wurde die DNA pelletiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 400 μl 70%igem Ethanol gewaschen. Das DNA-Pellet wurde bei 55°C getrocknet und in dest. Wasser resuspendiert.  
 Die Konzentration von Plasmid-DNA wurde am Nanodrop® 2000c photometrisch ermittelt. Sequenzierungen wurden von der Firma Eurofins Genomicx (Ebersberg) oder von der Firma Seqlab (Göttingen) durchgeführt.   
 
 Die Zellen wurden pelletiert und das Pellet verwogen. Das Gewicht des Pellets in Gramm entsprach im Folgenden einem Volumen. Das Reaktionsgefäß wurde so gewählt, dass der Inhalt 70% des Gefäßvolumens nicht überstieg. Das Zellpellet wurde in 2 Vol. vorgekühltem GBD-Puffer resuspendiert und 4 Vol. säure-gewaschene Glaskugeln (1,25-1,65 mm) wurden zugesetzt. Die Lösung wurde für drei min auf Eis inkubiert. Zum Aufbruch der Zellen wurde der Ansatz für 60 sec. bei maximaler Geschwindigkeit mit Hilfe eines Vortexgerätes gemischt und dann für mindestens 1 min auf Eis gekühlt. Diese Schritte wurden fünfmal widerholt. Mit Hilfe eines Mikroskops wurde der Aufschluss der Zellen kontrolliert. Waren die Zellen noch nicht zerstört, wurde der Aufschluss noch fünfmal 
 
wiederholt. Nachdem die Zellen fast vollständig zerstört waren, wurden der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Die Glaskugeln wurden mit 2 Vol. GBD-Puffer (Tabelle 3-23) gewaschen und der Überstand in das gleiche Reaktionsgefäß überführt. Die festen Zellbestandteile wurden bei 12000 x g für 60 min bei 4°C abzentrifugiert. Der Überstand entsprach dem Zellextrakt und wurde in Aliquots von 100 µl oder 200 µl bei -80°C gelagert.  
 Der zuvor gewonnene Proteinrohextrakt wurde mit 250-500 µl Ni-NTA-Agarose versetzt und mindestens für eine Stunde auf Eis vorsichtig gemischt. Die Suspension wurde auf einen leeren Säulenkörper mit Fritte überführt und die Ni-NTA-Agarose mit angeheftetem Protein zweimal mit vier bzw. acht ml Waschpuffer gespült. Das His-tag-Fusionsprotein wurde mit 500 µl Elutionspuffer eluiert. Zum Entsalzen wurde die Elutionsfraktion auf eine vorher mit Proteinlagerungspuffer äquilibrierte NAP5- oder PD10-Säule aufgetragen und mit 1  bzw. 3,5 ml Proteinlagerungspuffer eluiert. Die proteinhaltige Lösung wurde aliquotiert und bei -80 °C gelagert. Von allen Aufreinigungschritten wurden Proben gezogen und diese mittels SDS-PAGE (Kapitel 3.6.3) analysiert.  
 Die SDS-PAGE dient zur Auftrennung von Proteinen nach ihrer Molekülmasse unter denaturierenden Bedingungengen (Laemmli 1970). Nach Tabelle 3-25 wurde zuerst das Trenngel und nach dessen Aushärtung das Sammelgel gegossen. Die Proteinlösungen wurden mit 6x Probenpuffer gemischt und im Anschluss bei 100°C für 10 Minuten denaturiert. Als Größenstandard diente der Low Molekular Weight Calibration Kit for SDS Electrophoresis. Die Elektrophorese erfolgte einmal SDS-Laufpuffer bei 180 V und 400 mA. Die Gele wurden in Coomassie-Färbelösung gefärbt und in Entfärbelösung entfärbt.  
 Der Western Blot dient dem spezifischen Nachweis von Proteinen mittels Antikörpern. Die Proteine werden zuerst mittels SDS-PAGE aufgetrennt auf eine Membran übertragen und dann mit Hilfe von Antikörpern detektiert. Die hierzu verwendeten Puffer und Lösungen sind in Tabelle 3-26 zu finden.  
 
 Die Absorption bei 600 nm (OD600nm) der S. cerevisiae Kultur, die die Proteine überproduzieren sollten, wurde gemessen. Bei einer Absorption von 1 wurde 1 ml der Kultur entnommen. Höhere oder niedrigere Absorptionswerte wurden durch die Entnahme des nach der folgenden Formel errechneten Volumens ausgeglichen. 
Probenvolumen [ml]  = 
OD600nm von 1  x 1 ml 
 OD600nm aktuell  Die Probe wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und die Zellen  für drei Minuten pelletiert. Der Überstand wurde verworfen, das Pellet in 500 µl Roedel-Mix (Tabelle 3-26) resuspendiert und für 10 min auf Eis inkubiert. Zur Fällung der Proteine wurden dem Ansatz 125 µl einer 65 %igen TCA-Lösung (w/v) (Endkonzentration: 13 % TCA) zugegeben und für weiter 10 Minuten auf Eis inkubiert. Die Proteine wurden bei 17.000 x g für 10 min bei 4 °C gefällt, das Pellet mit 200 µl eiskaltem Aceton gewaschen und bei 56 °C getrocknet. Die Proteine wurden in 100 – 200 µl Laemmli-Puffer resuspendiert und 10 µl für die anschließende Auftrennung der Proteine mit Hilfe der SDS-Page bei 100 °C für 10 min denaturiert. Die SDS-PAGE wurde wie in Kapitel 3.6.3 durchgeführt, allerdings wurde als Größenstandard für den nachfolgenden Western Blot der Precision Plus Protein™ All Blue Standard verwendet.   
 Zur Vorbereitung des Blotting Prozesses wurden die PVDF-Membran und zwei Filterpapiere auf die Größe des Trenngels zurechtgeschnitten (ca. 8,5 x 6 cm) und die Filterpapiere und zwei Schwammtücher mit Towbin-Puffer durchdrängt. Außerdem wurde die Membran mit Methanol benetzt mit bidest. Wasser gewaschen und danach für 5 -30 min in Towbin-Puffer äquilibriert. Das Gel wurde ebenfalls im Towbin-Puffer äquilibriert. Die Bestandteile wurden in der Kassette der Wet-Blot-Apparatur wie folgt übereinandergeschichtet: Schwammtuch, Filterpapier, SDS-Gel, PVDF-Membran, Filterpapier, Schwammtuch. Die Kassette wurde mit der Membran in Richtung Kathode in die mit eiskaltem Towbin-Puffer gefüllte Kammer eingesetzt, damit die negativ geladenen Proteine von dem SDS-Gel auf die Membran übertragen werden. Bei 4 °C, 100 V und 400 mA wurden die Proteine in 45 min auf die Membran übertragen. Um eine gleichbleibende Temperatur während der Proteinübertragung zu gewährleisten wurde die Kammer mit Eis 
 
gekühlt und. der Towbin-Puffer mit Hilfe eines Magnetrührers durchmischt. Anschließend wurde die Blot-Kassette auseinandergebaut und das SDS-Gel für eine Überprüfung des Transfers gefärbt. Alle folgenden Wasch- und Inkubationsschritte der Membran wurden für jeweils 5 min auf einem Schüttler durchgeführt. Zunächst wurde die Membran dreimal mit TBS-Puffer gewaschen und für die nachfolgende Immundetektion bei 4°C über Nacht in Blockierlösung inkubiert. Zur Entferndung der Blockierlösung wurde die Membran zweimal in TBS-T-Puffer gewaschen. Danach wurde der Primär-Antikörper (1:1000 bis 1:10.000 verdünnt in 1x TBS-T-Puffer) für 2 Stunden zugegeben. Der überschüssige Primär-Antikörper wurde durch achtmaliges Waschen TBS-T-Puffer entfernt. Die Inkubation mit dem Sekundär-Antikörper (1:1000 bis 1:10.000 verdünnt in 1x TBS-T-Puffer) erfolgte für eine Stunde. Die Membran wurde fünfmal mit TBS-T-Puffer gewaschen und im Anschluss für fünf Minuten in dem Substratpuffer äquilibriert. Die Membran wurde aus dem Substratpuffer entnommen und vorsichtig mit der Färbelösung beträufelt. Für die Farbreaktion wurde die Membran abgedunkelt. Nach dem Sichtbarwerden der Banden wurde die Membran zum Fixieren dreimal mit bidest. Wasser gewaschen und an der Luft getrocknet.  
 
 Zur Analyse der Sekundärmetabolite wurde die Plasmid tragenden S. cerevisiae Kulturen in 50 ml SC-X-Medium unter Schütteln bei 230 rpm und 30 °C in der Regel für 48 Stunden, maximal aber für 5 Tage, kultiviert. Für den präperativen Maßstab wurden 500 ml 
– 2 l SC-X-Medium bei den gleichen Bedingungen kultiviert. Die gesamte Kultur wurden dreimal mit 1:1 Volumen Ethylacetat ausgeschüttelt, die organischen Phasen vereinigt und bis zur Trockene eingeengt. Das Pellet wurde in 1 ml Methanol resuspendiert und die Sekundärmetabolite an einer HPLC detektiert. Für die Kulturen, die Pulvinon produzieren erfolgte die Kultivierung unter Lichtausschluss.  
 Zur Analyse der Sekundärmetabolite wurde der A. nidulans Stämme TN02A7 oder GR5 und die aus diesen resultierenden Transformanten in 100 ml GMM unter Schütteln bei 130 rpm für 5-6 Tage bei 37 °C im Dunkeln kultiviert. Anschließend wurde das Mycel abfiltriert und für spätere Experimente bei -80 °C gelagert. Die Kulturfiltrate wurden zweimal mit 1:1 Volumen Ethylacetat ausgeschüttelt, die organischen Phasen vereinigt und bis zur 
 
Trockene eingeengt. Das Pellet wurde in 1 ml Methanol resuspendiert und die Sekundärmetabolite an einer HPLC analysiert.  
 
 Analysen von Sekundärmetaboliten aus Ascomyceten und die Isolierung enzymatischen Produkten wurde an Anlagen der 1200er- oder 1260er-Serie von Agilent durchgeführt. Zu analytischen Zwecken wurde eine Flussrate von 1 ml/min für eine Multospher RP-18-Säule (250 mm x 4 mm, Partikelgröße 5 µm) verwendet. Zum Schutz der Hauptsäule wurde eine mit Multoprep RP-18 gefüllte Vorsäule (30 mm x 4 mm, Partikelgröße 40 µm) vorgeschaltet. Die Isolierung von enzymatischen Produkten erfolgte über einen Multospher RP-18 (250 mm x 10 mm, Partiktelgröße 5 µm), welcher ebenfalls eine mit Multoprep RP-18 gefüllte Vorsäule (50 mm x 10 mm, Partikelgröße 40 µm) vorgeschaltet war. Die Detektion erfolgte mit einem Photodioden-Array-Detektor bei einer Wellenlänge von 277 bzw. 296 nm. Die zur Trennung verwendeten Fließmittelkomponenten wurden in einem Gradientensystem verwendet und sind in den nachfolgenden Tabellen zusammengestellt.   Tabelle 3-30: Gradient zur Analytik der A. nidulans Transformanten   Zur Isolierung der Produkte wurde eine Flussrate von 3 ml/min angewendet. Tabelle 3-31: Gradient zur Isolierung von Butyrolacton IIa, Aspulvionen E und Atromentin 
    
 
Tabelle 3-32: Gradient zur Isolierung von Phenguignarsäure und Didemethylasterrichinon D 
 Die Produkte der Hybrid-Enzyme wurden bei einer Flussrate von 5 ml/min isoliert.   Tabelle 3-33: Gradient zur Isolierung von den Produkten der NRPS-ähnlichen Hyrid-Enzyme 
 Die LC-MS Analysen wurden an einer 1260er-Serie Anlage von Agilent durchgeführt, die mit einem micrOTOF-QIII Massenspektrometer gekoppelt war. Zur Auftrennung wurde eine Multospher 120 RP Säule (5 µl, 250 x 2 mm) mit einer Flussrate von 0,5 ml/min verwendet. Wasser (A) und Acetonitril (B), die jeweils mit 0,1 % Ameisensäure versetzt waren, wurden als Fließmittel benutzt. Die beiden verwendeten Methoden sind in Tabelle 3-34 dargestellt. Die Parameter des Massenspektrometers wurden wie folgt eingestellt: Elektrospray-Positiv- oder Negativionenmodus für die Ionisierung, Kapillarspannung mit 4,5kV und Kollisionsenergie mit 8,0 eV.Die Messungen wurden von Rixa Kraut, Lena Ludwig-Radtke oder Nadja Braun durchgeführt.   Tabelle 3-34: LC-MS Methoden   
 Die Strukturen der Produkte von den NRPS-ähnlichen Enzymen wurden über Rotationsverdampfer bis zur Trockene eingeengt und mindestens für eine Nacht im Gefriertrockner getrocknet. Die Substanzen wurden in einem deuterierten Lösungsmittel aufgenommen (Tabelle 3-1) und an einem JEOL ECA-500 Spektrometer (JEOL, Akishima, Tokio, Japan) von Frau Dr. Regina Ortmann oder Herrn Stefan Newel vermessen.  
 





 In dem Genom von A. terreus waren zu Beginn der vorliegenden Arbeit fünf Gene identifiziert worden, die für putative NRPS-ähnliche Enzyme mit einer A-T-TE Domänenstruktur kodieren (Khaldi et al 2010). In Deletionsexperimenten konnte eine Beteiligung von vier der NRPS-ähnlichen Enzyme an der Biosynthese von Grundgerüsten für verschiedene Sekundärmetabolite belegt werden (Guo et al 2013). So ist ATEG_02004 (apvA) in die Produktion von Aspulvinonen involviert, für die eine  Wirkung gegenüber dem Influenza Virus nachgewiesen werden konnte (Gao et al 2013a). ATEG_02815 (btyA) scheint das Grundgerüst der Butyrolactone zu synthetisieren. Eine Beteiligung von ATEG_00700 an der Bildung von Bisindolylbenzochinonen wird neben der Deletion des Gens in A. terreus zusätzlich durch die Untersuchungen an TdiA, dem Homologen Protein aus A. nidulans, gestützt. ATEG_03563 konnte anhand der Deletionsexperimente kein enzymatisches Produkt zugeordnet werden. Allerdings scheint es an der Produktion von Melanin, dem Pigmentfarbstoffe in den Sporen, mitzuwirken. Die Deletion von ATEG_08899 hatte keinen Einfluss auf das Profil der Sekundärmetabolite der A. terreus Kulturen und dem Gen konnte kein Produkt zugeordnet werden. Ein weiteres putatives NRPS-ähnliches Enzym (ATEG_03090), welches nach den Vorhersagen jedoch nur aus einer A/T-Domäne besteht, wurde ebenfalls deletiert, jedoch ohne Hinweis auf das zugehörige Produkt.  Die NRPS-ähnlichen Gene sollten in den A. nidulans Stamm TN02A7 eingebracht werden (Tabelle 3-6). Dieser Stamm besitzt aufgrund von Mutationen in dem Gen pyroA (Untereinheit A der Pyridoxal 5'-phosphate Synthase) und dem Gen pyrG (Orotidin-5'-phosphatdecarboxylase) eine Auxotrophie sowohl für Pyridoxin, als auch für Uridin/Uracil. Eine Komplementation der Gene ermöglicht eine Selektion der positiven Transformanten durch die Kultivierung ohne Zugabe der jeweiligen Substanz in das Medium. Des Weiteren verringert die nukA Deletion das Vorkommen von nicht-homologen 
Rekombinationsereignissen (Nayak et al. 2006). Der für die Transformation von A. nidulans verwendete Vektor pJW24 enthält pyrG aus A. parasiticus als Selektionsmarker (Calvo et al. 
 
 
2004). Ansonsten besitzt er jedoch keine Elemente, welche eine zielgerichtete Einbringung der gewünschten Sequenz in das Genom ermöglicht. Somit kann nur eine zufällige (ektopische) Integration der Plasmid-DNA stattfinden. Des Weiteren finden sich in pJW24 keine Promotor- und Terminatorsequenzen, die eine zuverlässige Expression der Fremdgene ermöglichen würden. Daher wurden in bereits von Dr. Carsten Wunsch und Dr. Sylwia Tarcz an den NRPS-ähnlichen Genen ATEG_02004, ATEG_03090 ATEG_03653 und ATEG_08899 durchgeführten Arbeiten die Gene mit ihren eigenen Promotor- und Terminatorsequenzen kloniert (Tabelle 4-1) (Tarcz 2014; Wunsch 2014).  Tabelle 4-1: Übersicht über die vorhandenen NRPS-ähnlichen enthaltenen Plasmide 
 Da es für Ascomyceten jedoch keine adäquaten Vorhersagemöglichkeiten zur exakten Identifizierung von Promotoren und Terminatoren gab, wurden pauschal etwa 500 bp für die Promotor- und Terminatorsequenzen einkalkuliert und bei der Amplifikation der Sequenzen aus der gDNA von A. terreus ergänzt. Bei erfolgreicher Transformation der vorhandenen Konstrukte sollten die Gene ATEG_02815 und ATEG_00700, für die bis zu diesem Zeitpunkt kein Konstrukt vorlag, ebenfalls in den Expressionsvektor integriert und in A. nidulans transformiert werden.  
 Die in der Arbeitsgruppe vorliegenden Expressionskonstrukte pST33 (ATEG_03653), pST38 (ATEG_02004) und pCaW6 (ATEG_03090) wurden von Dr. Carsten Wunsch und Dr. Sylwia Tarcz zur Verfügung gestellt (Tabelle 4-1) (Tarcz 2014; Wunsch 2014). Die erhaltenen Konstrukte wurden einem Kontrollverdau unterzogen, um die Richtigkeit der Plasmide zu überprüfen. Alle Restriktionshydrolysen wiesen das erwartete Bandenmuster auf und bestätigten damit die Identität der Plasmide (Abbildung 4-1).  
 
 Abbildung 4-1: 1%iges Agarosegel zur Überprüfung des Restriktionsmusters der Expressionskonstrukte. A pST33 mit HindIII verdaut; B pST38 mit NcoI verdaut; C pCaW6 mit EcoRI verdaut. 1: DNA-Größenstandard; 2: Ergebnis des Plasmidverdaus   Im Folgenden wurden die Expressionskonstrukte wie in Kapitel 3.5.8 beschrieben mittels Ca2+-PEG-Protoplastion und anschließender Transformation in das Genom des A. nidulans Stamm TN02A7 inseriert. Für pST38 konnten auch nach mehrfachen Transformations-Versuchen, bei denen die Plasmid-DNA für einen höhere Effizienz der Transformation zusätzlich mit DraI linearisiert worden war, keine Transformanten generiert werden.   Die bei der Transformation von pST33 erhaltenen Kolonien konnten nach 3 Tagen Inkubationszeit auf GMM-Platten vereinzelt werden. Nach mehrfachem Umsetzen auf neue Selektionsplatten blieben 4 Transformaten erhalten. Zur Überprüfung der Integration von ATEG_03653 ins Genom wurde die gDNA mit Phenol-Chlorophorm extrahiert (Kapitel 3.5.1) und eine 3322 bp lange Sequenz mit dem Primerpaar 03563 Fus fwd und 3563_wA do amplifiziert (Abbildung 4-2: Laufspuren 2-5). Als Negativkontrolle diente die gDNA von A. nidulans TN02A7 (Abbildung 4-2: Laufspure -) und als Positivkontrolle das Plasmid pST33 (Abbildung 4-2: Laufspure +).  
 Abbildung 4-2: 1%iges Agarosegel zur Überprüfung der Kontroll-PCR für die Transformation mit pST33. 1: DNA-Größenstandard; -: negativ Kontrolle A. nidulans TN02A7 +: positiv Kontrolle pST33; 2-5: PCR-Produkte der Transformanten A. nidulans EH01-EH04  Obwohl nur die Transformanten EH02 und EH03 ein PCR-Produkt aufwiesen wurden zur Untersuchung der Sekundärmetabolite von allen Transformanten sowie auch von 
 
 
TN02A7 als Negativkontrolle die Sporen geerntet und mit diesen 100 ml GMM-Flüssigmedium beimpft. Die Kultivierung erfolgte für sechs Tage bei 30 °C und 140 rpm unter Lichtausschluss. Das Medium wurde mit Hilfe eines Filters von dem Mycel getrennt und zweimal mit 1:1 Volumen Ethylacetat ausgeschüttelt. Am Rotationsverdampfer wurde die organische Phase bis zur Trockene eingeengt, in Methanol rückgelöst und schließlich an der HPLC analysiert (Abbildung 4-3). Obwohl die Transformanten EH02 und EH03 nachweislich das Gen ins Genom integriert hatten, zeigte die Analyse der Chromatogramme keine neuen Peaks für eine Produktion eines zusätzlichen Stoffes.  
 Abbildung 4-3: HPLC Chromatogramme der Extrakte von den Kulturüberständen der Transformanten im Vergleich mit dem untransformierten Stamm A. nidulans TN02A7 in GMM.  Für die Transformation von A. nidulans TN02A7 mit dem Konstrukt pCaW6 konnten nach drei Selektionsrunden auf Uridin-/Uracil-freiem Medium fünf Transformanten erhalten werden. Die genomische DNA der Transformaten sowie von TN02A7 wurde extrahiert und für eine PCR mit den Primern 3090_Seq_f und 3090_wA do eingesetzt (Abbildung 4-4). Bei allen Transformanten konnte im Agarosegel eine 1024 bp großes Fragment beobachtet werden, das in der Größe mit dem Fragment der positiv Kontrolle übereinstimmen (Abbildung 4-4 Laufspur +). Die Intensität der Banden entsprach jedoch eher der für die Negativkontrolle beobachteten Bande (Abbildung 4-4 Laufspur -).   
 
 Abbildung 4-4: 1%iges Agarosegel zur Überprüfung der Kontroll-PCR für die Transformation mit pCaW6. 1: DNA-Größenstandard; -: negativ Kontrolle A. nidulans TN02A7 +: positiv Kontrolle pCaW6; 2-6: Transformanten  Trotz der hohen Wahrscheinlichkeit, dass die getesteten Kulturen keine wahren Transformanten waren, wurden die Kulturen wie zuvor beschrieben kultiviert und die Sekundärmetabolite extrahiert (Abbildung 4-5). Leider konnten anhand der UV-Detektion keine Produktion von neuen Metaboliten nachgewiesen werden.  
 Abbildung 4-5: Chromatogramme der Extrakte von den Kulturüberständen der Transformanten im Vergleich mit dem untransformierten Stamm A. nidulans TN02A7 jeweils 6 Tage in GMM.  
 Wie schon erwähnt ist A. nidulans TN02A7 für eine ektopische/zufällige Einbringung von Genen kein optimaler Stamm, da die Deletion des nukA Gens eine Reduktion von Heterologen Integrationsereignissen zur Folge hat. Freundlicherweise wurde von Prof. Dr. Reinhard Fischer der A. nidulans Stamm GR5 weitergeben (Osherov and May 2000). Dieser hat neben Mutationen in der Auxotrophiemarkergenen pyrG und pyroA auch eine Mutation in dem Gen veA, welches eine sexuelle Vermehrung des Pilzes hemmt (Calvo 2008). Außerdem ist in GR5 das wA deletiert, welches in A. nidulans an der Biosynthese den grünen 
 
 
Farbestoffes in den Sporen beteiligt ist (Mayorga and Timberlake 1992). Die PCR-Amplifikation des 1083 bp langen Sequenzabschnittes von ATEG_03563 mit der Primerkombination 3563-K-fwd und 3563_wAdo führte für alle getesteten Transformaten zu einem Produkt, allerdings auch bei der negativ Kontrolle. Zur weiteren Kontrolle wurden die PCR-Produkte mit NcoI verdaut. Die Hydroylse der PCR-Produkte bestätigte eindeutig die Integration der Sequenz in das Genom für die A. nidulans Tranformaten EH10-24 (Abbildung 4-6).  
 Abbildung 4-6: 1%iges Agarosegel der Hydrolyse des 1083 bp großen PCR-Produktes von ATEG_03653 mit NcoI zur Überprüfung auf positive Transformanten 1: DNA-Größenstandard; -: negativ Kontrolle A. nidulans TN02A7 +: positiv Kontrolle pST33; 2-6: Transformanten   Zur Analyse der produzierten Sekundärmetabolite wurden die Transformanten in Glucose-Minimalmedium mit den notwendigen Zusätzen kultiviert. Nach dem Abfiltrieren wurde das Medium mit Ethylacetat extrahiert und das Extrakt bis zur Trockene eingeengt. Die isolierten Sekundärmetabolite wurden schließlich mittels HPLC detektiert. Leider konnten im Vergleich zum untransformierten A. nidulans Stamm GR5 keine neuen Peaks beobachtet werden.
  Abbildung 4-7: Chromatogramme der Extrakte von den Kulturüberständen der Transformanten im Vergleich mit dem untransformierten Stamm A. nidulans GR5 jeweils 6 Tage in GMM. 
 
 
 Das Gen ATEG_08899 lag bisher nur in dem Klonierungsvektor pGemT® easy (pST31) vor. Der Versuch die Sequenz für eine weitere Klonierung aus dem Vektor herauszuschneiden scheiterte. Daher wurden alle vorhandenen Aliquots von pST31 mittels Restriktionshydrolyse auf ein korrektes Plasmid getestet. Nur eines der Reaktionsgefäße enthielt das richtige Plasmid. Nun konnte die gewünschte Sequenz mit NotI und XbaI aus dem Vektor herausgeschnitten und der Vektor mit DraI hydrolysiert werden. Nach der Aufreinigung der DNA wurde das Fragment in den geöffneten pJW24 Vektor transformiert. Das erhaltene Konstrukt wurde zur Kontrolle der korrekten Insertion mit BglII und NcoI verdaut und letztendlich als pEH1 bezeichnet (Abbildung 4-8).  
       Abbildung 4-8: Vektorkarte von pEH1 (ATEG_08899 in pJW24) und 1%iges Agarosegel zur Überprüfung des Restriktionsmusters. Not I und Xba I wurden zur Umklonierung verwendet. BglII und Nco I  zur wurden zur Restriktionskontrolle verwendet. Ter: Terminator; Pro: Promotor  Das Plasmid wurde anschließend für die Transformation von A. nidulans TN02A7 eingesetzt. Die nach drei Tagen gewachsenen Kolonien wurden mehrmals auf Uridin-/Uracil-freiem Medium selektiert. Für die sieben überbleibenden Kolonien wurde zur Überprüfung der Insertion von ATEG_08899 ein PCR-Nachweis unter der Verwendung des Primerpaares 8899-K-fwd und 8899_wA durchgeführt (Abbildung 4-9). 
 
 Abbildung 4-9: 1%iges Agarosegel zur Überprüfung der Kontroll-PCR für die Transformation mit pEH1. 1: Marker; -: negativ Kontrolle A. nidulans TN02A7 +: positiv Kontrolle pEH1; 2-8: Transformanten  Die Insertion von ATEG_08899 ins Genom von A. nidulans TN02A7 konnte leider für keinen der Transformanten nachgewiesen werden. Daher wurde von einer Kultivierung zur Analyse der Produktion von Sekundärmetaboliten abgesehen.   
 Da die ektopische Integration und die Verwendung der Promotor- und Terminatorbereiche der untersuchten Gene nicht erfolgreich waren, sollte die Expression der NRPS-ähnlichen Gene unter der Kontrolle des konstitutiven Promotors gpdA gestellt werden. Als Terminator sollte der trpC-Terminator verwendet werden. Außerdem sollten die Gene gezielt über Homologe Rekombination in einen definierten Bereich des Genoms integriert werden. Für diese Ziele wurde Stamm A. nidulans LO4389 (Ahuja et al. 2012) ausgewählt. Dieser besitzt, außer den auxotophe Mutationen in den pyrG, riboB und pyroA-Genen, eine nukA-Deletion (Nayak et al. 2006), wodurch die Anzahl der nicht homologen Rekombinationen reduziert werden. Des Weiteren ist das Cluster für die Synthese von Sterigmatocystin deletiert, welches eines der Hauptmetabolite in A. nidulans darstellt (Chiang et al. 2009; Yu and Leonard 1995) und die Detektion der Syntheseprodukte der heterolog exprimierten Gene erschwert. Die Konstrukte für die Transformation von A. nidulans LO4389 sollten auf dem Vektor pWY17 basieren (Abbildung 1-3). Dieser enthält die 1000 kb langen Sequenzen upstream bzw. downstream des wA Gens, welches maßgeblich an der Synthese der grünen Pigmente in den Konidiosporen beteiligt ist. Da bei erfolgreicher Rekombination in den wA-Locus die bisher grünen Kolonien weißlich bis graue Sporen aufweisen, erleichtert dies die Suche nach positiven Transformaten.  
 
 
  Abbildung 4-10: Vektorkarte von pWY17do und 1%iges Agarosegel zur Überprüfung des Restriktionsmusters. 1: DNA-Größenstandard; 2: pWY17do mit PvuII verdaut; 3: pWY17do mit KpnI verdaut.  Die Sequenz des gpdA Promotors lag auf dem von Dr. Kathrin Mundt zur Verfügung gestellten Plasmid pKM 28 vor (Mundt 2013). Sie wurde C-terminal mit einem 20 bp langen Überhang zu pyrG (Primer: pyrG_gpdA) und N-terminal mit einem Überhang für einen HIS6-Tag (Primer: gpdA rvs) amplifiziert und in den pGemT® easy Vektor ligiert. Die Kolonien wurden mittels Blau-Weiß-Screening sortiert und potenziell positive Klone in Flüssigmedium kultiviert. Das isolierte Plasmid wurde mit EcoRI verdaut und sequenziert.  
 Abbildung 4-11: Vektorkarte von pEH4 (gpdA in pGemT® easy) und 1%iges Agarosegel zur Überprüfung des Restriktionsmusters. 1: DNA-Größenstandard; 2: pEH4 mit EcoRI verdaut.  
 
Für die Amplifikation der Gene wurden forward Primer konstruiert, die - wie der revers Primer von gpdA - einen Überhang für ein Startkodon und den 6x HIS-Tag besitzten (s. Methoden: 8899 Fus fwd, 03563 Fus fwd, 03090 Fus fwd, gpdA_2004). Für die revers Primer wurden Überhänge von 40 bp von wA_down für die Homologe Rekombination in Hefe angefügt (s Methoden  8899 wA do, 03563 wA do, 03090 wA do, 2004 wA do). Außer ATEG_03090 konnten alle Gene mit der erwartenten Fragmentgröße amplifiziert werden (s. Abb 7). Für die Amplifikation mittels Hifi-Polymerase wurde eine einminütige Elongationszeit und 53°C als Annealing Temperatur benutzt. Die PCR-Produkte wurden über eine Gelextraktion aufgereinigt. Das mit gpdA zu fusionierenden Gen wurde Verhältnis 1:4, 1:1 und 3:1 für die Fusions-PCR eingesetzt. Auch wurde versucht, die äußeren Primer zu den Reaktionsansätzen hinzuzufügen und zusätzlich die Zugabe von DMSO. Trotz aller Versuche konnten in keinem der PCR-Ansätze die Bande von 4000 bp, welche dem Fusionsprodukt entspäche, gefunden werden. 




 Da die Expression der NRPS-ähnlichen Gene mit dem eigenen Promotor und Terminator in A. nidulans nicht erfolgreich war, sollten parallel zur heterologen Expression in A. nidulans versucht werden die NRPS-ähnlichen Gene apvA, btyA, pgnA, melA und atrAt aus A. terreus in der Bäckerhefe Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) zu exprimieren. Dabei ist zu beachten, dass die NRPS-ähnlichen Proteine nach der Synthese in der apo-Form vorliegen und zunächst posttranslational mit einem Ppant-Arm modifiziert werden müssen (s. Kapitel 1.2.3). In dem S. cerevisiae Stamm BJ5464_NpgA wurde das Gen für die PPTase npgA aus A. nidulans ins Genom integriert (Tabelle 3-6) (Lee et al. 2009). Überdies sind die beiden Gene ausgeschaltet, die für die Protease Pep4 und Prb1 kodieren, da sie für den Abbau von Proteinen verantwortlich sind und die heterologen Proteine abbauen würden (Kerstens and Van 2018). Schon bei Studien an Polyketiden aus Pilzen hat sich BJ5464_NpgA als gutes Werkzeug für die Untersuchung pilzlicher Enzyme erwiesen (Bond et al. 2016). Aufgrund von möglichen verschiedenen splice  Mustern bei der Expression von pilzlichen Gene in S. cerevisiae darf die Gensequenz der zu untersuchenden Gene keine Introns enthalten. Die in der NCBI-Datenbank hinterlegten Sequenzen wiesen hingegen für drei der NRPS-ähnlichen Gene eine Intron-Exon-Struktur auf, daher sollte für die Amplifikation cDNA verwendet werden und so der Aufbau der Gene bestätigt werden.  
 Die A. terreus Stämme DSM1958 und A1156 (stimmt mit dem sequenzierten Stamm NIH 2624 überein) wurden für drei bzw. vier Tage in HME-Flüssigmedium bei 30°C angezogen. Das Mycel wurde abfiltriert und in flüssigem Stickstoff tiefgefroren. Anschließend wurde das Mycel der beiden Stämme mit Hilfe von flüssigem Stickstoff jeweils zu einem feinen Pulver zermahlen und wie in Kapitel 3.5.2 beschrieben für die Isolierung der mRNA und die anschließende cDNA Synthese verwendet.   
 
 Das Gene apvA (ATEG_02004) wurde mit Hilfe der Primer 2004_1_fwd und 2004_2_rvs unter den im Kapitel 3.5.13 aufgeführten PCR-Bedingung von allen vorhandenen cDNA Proben vervielfältigt (Abbildung 4-13). Das PCR-Produkt aus der cDNA von dem Stamm A1156 nach 3 Tagen wurde aufgereinigt und in den Vektor pGEM®-T easy ligiert (s. Kapitel 3.5.12). Wie in Abbildung 4-14 zu sehen, bestätigte eine Restriktionshydrolyse mit PstI die Insertion des Gens in den Vektor.  
 Abbildung 4-14: Vektorkarte von pEH16 (ATEG_02004 in pGemT® easy) und 1%iges Agarosegel zur Überprüfung des Restriktionsmusters. EcoRI und SpeI wurden zur Umklonierung verwendet.1: DNA-Größenstandard; 2: pEH16 mit PstI verdaut.  Die anschließenden Sequenzanalysen für das apvA Konstrukt zeigten, dass das in der Datenbank von NCBI vorhergesagte Intron von 31 bp weiter mit abgelesen wurde. Obwohl es sehr unwahrscheinlich ist, ist es möglich, dass trotz der DNA-Hydrolyse vor der cDNA-Synthese noch geringe Spuren an gDNA in der für die PCR verwendeten Lösung vorhanden waren. Da es kaum möglich ist, dass mehrere Proben noch gDNA enthalten, wurde auch das PCR-Produkt von der cDNA, welche von dem Stamm A1156 nach 4 Tagen gewonnen wurde, aufgereinigt und in den Vektor pGEM®-T easy ligiert. Auch das so erhaltene Plasmid wies noch das vermeintliche Intron auf, daher wurde die erhalte Sequenz als korrekt angesehen 
Abbildung 4-13: 1%iges Agarosegel der PCR-Amplifikation von ATEG_02004 aus cDNA. 1) DNA-Größenstandard; 2) Aus A1156 3 Tage 3) Aus A1156 4 Tage; 4) Aus DSM1958 3 Tage; 5) aus DSM1958 4 Tage 
 
 
und genauer analysiert. In der Gensequenz der beiden Konstrukten fehlte im Vergleich mit der in der NCBI Datenbank hinterlegten Sequenz ein Guanin an der Position 1957, welche in dem vorhergesagten Intron lag. Durch diese fehlende Base kommt es in der Sequenz zu einer Leserasterverschiebung zu -1. Diese entspricht der Verschiebung, die durch das heraussplicen des Introns entstanden wäre. Da in beiden Konstrukten die gleichen Mutationen des Genes nachgewiesen wurden, konnte von einer korrekten Klonierung des Gens ausgegangen werden und das Konstrukt wurde als pEH16 bezeichnet (Abbildung 4-14). Informationen zu der ursprünglichen und hier identifizierten Sequenz ist in Tabelle 7-1 im Anhang einzusehen.  Die Amplifikation von melA (ATEG_03563) wurde unter den in Punkt 3.5.13 genannten PCR-Bedingungen mit den Primern 3563_1_fwd und 3563_2_rvs durchgeführt. Das Amplifikat (s. Abbildung 4-15) wurde in den pGemT®-easy Vektor ligiert und die Sequenz analysiert. Auch für melA wurde in der in NCBI hinterlegten Sequenz zwei Introns vorhergesagt, die in der aus cDNA amplifizierten Sequenz nicht entfernt worden waren. Die Sequenzanalysen offenbarten eine Deletion in einem der vorhergesagten Introns, wodurch auch bei diesem Gen das Leseraster in den Rahmen -1 verschoben wurde. Diese Verschiebung des Leserasters wäre auch durch das splicen des zweiten Introns entstanden. Außerdem wurde eine stille Mutation von einem Thymin zu einem Cytosin beobachtet. Die Sequenz von ATEG_03563 hat nun 288 bp mehr als in der NCBI-Datenbank vorhergesagt wurde und hat eine Länge ApvA 925 AS (Tabelle 7-1). Das pGemTeasy-Konstrukt wurde als pEH19 bezeichnet.   
Abbildung 4-15: 1%iges Agarosegel der PCR-Amplifikation von ATEG_03563 aus cDNA. 1) DNA-Größenstandard; 2) melA 
 
            Abbildung 4-16: Vektorkarte von pEH19 (ATEG_03563 in pGemT® easy) und 1%iges Agarosegel zur Überprüfung des Restriktionsmusters. NotI und SpeI wurden zur Umklonierung verwendet.1: DNA-Größenstandard; 2: pEH19 mit EcoRI verdaut.  Die beiden Gene wurden im Anschluss an die Verifizierung ihrer Sequenzen in den pESC-URA-Vektor überführt. Dafür wurden pEH16 mit NotI und SpeI und pEH19 mit EcoRI und SpeI verdaut und der pGemT® easy Vektor zusätzlich mit DraI zerschnitten. Die Gene und der mit den benötigten Restriktionsenzymen verdaute pESC-URA Vektor wurden aufgereinigt und nach dem Protokoll unter Punkt 3.5.12 ligiert. Die fertigen Konstrukte tragen die Bezeichnungen pEH10 und pEH13 und können für die Expression in S. cerevisiae verwendet werden.   
 Abbildung 12: Vektorkarte von pEH10 (ATEG_02004 in pESC-URA) und 1%iges Agarosegel zur Überprüfung des Restriktionsmusters. EcoRI und SpeI wurden zur Umklonierung verwendet. PvuII diente zur Restriktionskontrolle. 1: DNA-Größenstandard; 2: pEH10 mit PvuII verdaut.  
 
 
   
               Abbildung 4-17: Vektorkarte von pEH13 (ATEG_03563 in pESC-URA) und 1%iges Agarosegel zur Überprüfung des Restriktionsmusters. NotI und SpeI wurden zur Umklonierung verwendet. EcoRI diente zur Restriktionskontrolle. 1: DNA-Größenstandard; 2: pEH13 mit EcoRI verdaut.  
 Die Amplifikation von pgnA (ATEG_08899) erfolgte unter zu Hilfenahme der Primer 8899_4_for und 8899_6_rvs bei den unter Kapitel 3.5.13 aufgeführten PCR-Bedingungen. Die PCR-Fragmente wurden durch homologe Rekombination in E. coli (Kapitel 3.5.14) in den geöffneten pESC-URA Vektor eingebracht. Ein Restriktionsverdau mit PvuII bestätigte die korrekte Insertion des Genes in den Vektor. Die durch die Sequenzierung identifizierten Mutationen sind in Tabelle 7-1 im Anhang einzusehen. Auch für die Sequenz von pgnA wurden verschiedene Klone aus unterschiedlichen PCR-Ansätzen getestet, um sicherzugehen, dass die Mutationen in der Gensequenz vorhanden waren und nicht aus einer fehlerhaften PCR-Amplifikation resultierten.   
 
       Abbildung 4-18: Vektorkarte von pEH27 (ATEG_08899 in pESC-URA) und 1%iges Agarosegel zur Überprüfung des Restriktionsmusters. 1: DNA-Größenstandard; 2: pEH27 mit PvuII verdaut.  
 Das Gen btyA (ATEG_02815) konnte mit den Primern 2815_1_fwd und 2815_rvs nicht von der cDNA amplifiziert werden. Die Amplifikation wurde erfolglos mit der Taq-Polymerase, HIFI Polymeras und Phusion Polymerase und diversen PCR-Bedingungen (Gradienten-PCR mit 50-65) durchgeführt. Auch die Verwendung von GC-Puffer bei den PCR-Ansätzen mit der Phusion bzw. Puffer 3 bei den PCR-Ansätzen mit der HIFI-Polymerase und zusätzlicher Zugabe von DMSO führte nicht zu dem gewünschten Produkt. Eine Grund für die ergebnislose PCR ist, dass unter den Kultivierungsbedingungen das Gen in A. terreus nicht transkriptiert wurde.  Angesichts der in den Sequenzen der anderen NRPS-ähnlichen Genen gefundenen Mutationen, verglichen mit den in der NCBI-Datenbank hinterlegten Sequenzen, wurde jedoch eine fehlerhafte Vorhersage des Genbereichs von ATEG_02815 vermutet. In der NCBI-Datenbank hinterlegten Sequenz besteht der C-Terminus von btyA aus einem zweiten, 27 bp langen Exon. Ein Ablesen des Gens ohne das zweite Exon mit einem alternativen Stopkodon würde einen Unterschied von lediglich acht AS in der Proteinsequenz bedeuten. Ein Vergleich der C-Termini von bekannten NRPS-ähnlichen Enyzmen aus Ascomyceten und Basidomyceten zeigt außerdem, dass die C-Termini eine konsistente Länge aufweisen mit dem der alternative C-Terminus von btyA kongruent ist (Abbildung 7-1). Daher wurde der Primer 2815_2_rvs designet, mit welchem das Intron und das zweite Exon nicht abgelesen werden. Eine Übersicht der divergierenden Sequenzen ist im Anhang in Tabelle 7-1 einzusehen. Die Amplifikation war mit dem neuen Primer erfolgreich, allerdings ausschließlich mit der HIFI Polymerase von Roche bei einer Temperatur von 56°C. Das PCR-
 
 
Amplifikat wurde aufgereinigt und mittels Homologer Rekombination in den geöffneten pESC-URA Vektor inseriert. Die Vektorkarte und das Agarosegel eines Kontrollverdaus mit PvuII sind in Abbildung 4-19 zu sehen. 
 Abbildung 4-19: Vektorkarte von pEH29 (ATEG_02815 in pESC-URA) und 1%iges Agarosegel zur Überprüfung des Restriktionsmusters. 1: DNA-Größenstandard; 2: pEH29 mit PvuII verdaut.  
 Das putative NRPS-ähnliche Gen atrAAt (ATEG_03090) bestand nach den Voraussagen aus einer 2535 bp langen Sequenz, die lediglich für eine A-Domäne und eine T-Domäne kodiert. Folglich würde eine für die katalytische Aktivität verantwortliche Domäne, wie eine C-, R- oder TE-Domäne fehlen. Da in dem näheren genetischen Umfeld eine Reihe von Genen zu finden sind, die einem Sekundärmetabolit-Cluster entsprechen, sollte ATEG_03090 als Kandidat für ein ungewöhnliches NRPS-ähnliches Enzym untersucht werden.  Die 2535 bp umfassende Sequenz wurde mit den Primern 3090_1_fwd und 3090_2_rvs amplifiziert und in den pGemT® easy Vektor eingebracht. Wie bei einigen der anderen NRPS-ähnlichen Gene wurde auch in dieser Gensequenz im Vergleich mit der NCBI-Sequenz eine Deletion identifiziert, die eine Verschiebung des Leserahmens zur Folge hat. Um die korrekte Länge des Genes zu identifizieren wurde das Konstrukt pCaW6, welches den downstream Bereich von ATEG_03090 enthält, mit dem Primer 3090_wA_do sequenziert. Die revidierte Gensequenz wurde mit dem Primerpaar 3090_6_for und 3090_3_rvs amplifiziert. Die Sequenzierung bestätigte die Gensequenz und das Konstrukt wurde als pEH55 bezeichnet. In Abbildung 4-20 ist neben der Vektorkarte die Restriktionshydrolyse der Plasmid-DNA mit EcoRI zu sehen. Die korrigierte Gensequenz ist 2763 bp lang und kodiert für ein aus 920 Aminosäuren bestehendes Protein, welches eine A-T-TE Architektur aufweist (Tabelle 7-1). 
 
BLAST-Analysen der Proteinsequenz wiesen die höchsten Identitäten für ApvA aus A. terreus mit einer Übereinstimmung von 57 % auf der Aminosäureebene auf (Tabelle 7-2).  
 Abbildung 4-20: Vektorkarte von pEH55 (ATEG_03090 in pESC-URA) und 1%iges Agarosegel zur Überprüfung des Restriktionsmusters. 1: DNA-Größenstandard; 2: pEH55 mit PvuII verdaut.  Für die Expression in der Bäckerhefe stehen somit fünf Konstrukte (pEH10, pEH13, pEH27, pEH29 und pEH55) auf der Basis des pESC-URA Vektors zur Verfügung, die unter der Kontrolle des durch Galaktose induzierbaren Promotor Gal1 stehen.   
 Die Plasmide pEH10, pEH13, pEH27, pEH29 und pEH55 sowie der pESC-URA Vektor wurden in den S. cerevisiae Stamm BJ5464_NpgA transformiert (Kapitel 3.5.6). In einem Kulturröhrchen mit 5 ml SC-Medium und 2 % Glucose als Kohlenstoffquelle wurden die Kolonien angeimpft und für mindestens 24 Std. kultiviert. Die Expression erfolgte in einem 50 ml-Ansatz in dem SC-URA-Medium mit 2 % Galaktose als Kohlenstoffquelle mit der Vorkultur auf eine Absorption von 0,1 bei einer Wellenlänge von 600 nm angeimpft wurde.  Nach 24 Stunden war in den Kulturen, die das ApvA produzieren, eine gelbe Färbung der Kultur zu beobachten. Nach einer Kultivierung von 48 Std. wurden die Ansätze im Scheidetrichter dreimal mit 1:1 Volumen an Ethylacetat ausgeschüttelt. Die organischen Phasen der drei Extraktionen wurden vereinigt und bis zur Trockene am Rotationsverdampfer eingeengt. Anschließend wurde das Pellet in Methanol rückgelöst und an der LCMS vermessen. Im Vergleich mit der negativ Kontrolle sind in den UV-Chromatogrammen bei 296 nm von den pEH10, pEH27, bzw. pEH29 tragenden Transformanten neue, dominante Signale zu erkennen (Abbildung 4-21 B, D und E).  
 
  Abbildung 4-21: LC-MS Analyse der Ethylacetatextrakte von NRPS-ähnlichen Genen exprimierenden S. cerevisiae BJ5454_NpgA Kulturen 48 Stunden nach der Induktion. Die UV-Spektren von 296 nm sind in schwarz und die zu den Produkten gehörigen Chromatogramme der [M + H]+ Ionen sind in Farbe abgebildet. 
 
In den Chromatogrammen der atrAAt exprimierenden Kultur wurde bei einer Absorption von 296 nm ein zusätzlicher Peak nach 7,5 min beobachtet (Abbildung 4-21 F). Die detektierten [M + H]+-Ionen von m/z = 325.0707 entsprachen nicht der Masse von Aspulvinon E, wie angesichts der Homologie von 57 % zu ApvA vermutet worden war. Der Vergleich der theoretischen [M + H]+-Ionen aller bekannten Produkte von NRPS-ähnlichen Enzymen, offenbarte eine Übereinstimmung mit den theoretischen [M + H]+-Ionen von m/z = 325.0719 für Atromentin.  Für die Quantifikation der Produktion durch die NRPS-ähnlichen Enzyme von ApvA, BtyA, PgnA und AtrAAt wurden die Transformanten in SC-URA Medium bei 30 °C kultiviert (apvA tragende Kulturen wurden im Dunkeln inkubiert) und zu definierten Zeitpunkten Proben gezogen. Die Produktbildung wurde anhand der Peakflächen bei 296 nm im Vergleich mit einem authentischen Standard berechnet. In allen Kulturen stieg die Bildung der Substanzen von 15-28 Std. exponentiell an und stagnierte fast völlig nach 40 Stunden (Abbildung 4-22). Für Aspulvinon E wurde eine Ausbeute von 13 mg/l, für Penguignarsäure 15 mg/l, für Atromentin 3,2 mg/l und für Butyrolacton IIa sogar eine Produktion von 35 mg/l Kultur nach 100 Std. Kultivierung berechnet.   



































 Abbildung 4-22: Produktbildung in den S. cerevisiae Transformaten. Die Daten wurden von drei unabhängigen Kultivierungen gewonnen. Ein authentischer Standard wurde fürdie Quantifikation mit einem Dioden-Array bei 296 nm verwendet.   
 
 
 In dem Sekundärmetabolit Profil von der Kultur, die apvA exprimiert, wurden anstatt eines Produktpeaks zwei Peaks mit identischen [M + H]+ von m/z = 297.076 beobachtet. Da sich die Kultur außerdem gelb verfärbte, wurde vermutet, dass es sich bei dem Produkt von ApvA um Aspulvinon E handelt, welches photosensitiv ist und sich unter Licht-Einfluss in das Isomer Isoaspulvinon E umwandelt (Gao et al 2013). Um diesen Sachverhalt zu überprüfen wurde die Kultur mit pEH10 für 48 Std. im Dunkeln kultiviert. Anschließend wurde die Kultur mit Ethylacetat ausgeschüttelt, eingeengt und in Methanol rückgelöst. Des Weiteren wurde diese für zwei Tage bei Raumtemperatur inkubiert, um auszuschließen, dass das Produkt thermolabil ist und die Konformations-isomerie durch Hitze bedingt ist. Es wurde keine Umwandlung von Aspulvinon E beobachtet (Abbildung 4-23).  Die Anwendung der langen LC-MS Methode gewährleistete eine deutlichere Trennung der beiden Produktpeaks. In der so erworbenen Probe wurde nur ein Peak mit der Retentionszeit von Aspulvinon E detektiert (Abbildung 4-23 A). Daraufhin wurde die Probe bei Raumtemperatur für unterschiedliche Zeiten belichtet und die Veränderungen mittels LCMS detektiert. Schon nach 30 min Belichtungszeit konnte die Isomerisierung von Aspulvinon E zu Isoaspulvinon E beobachtet werden (Abbildung 4-23 B). Mit steigender Belichtungszeit wurde immer mehr Aspulvinon E umgewandelt, bis nach 4 Std. etwa ein Gleichgewicht zwischen den Isomeren erreicht wurde.    
Abbildung 4-23: Zeitabhängige Umwandlung von Aspulvinone E zu Isoaspulvinone E unter Belichtung. A) LC-MS Analyse des Ethylacetat-extraktes der pEH10 tragenden Kultur im Dunkeln angezogen. B) Analytik der Umwandlung im Extrakt nach verschiedenen Belichtungsdauern  
 




Tabelle 4-3: 1H-NMR-Daten der Produkte von ApvA, BtyA, PgnA und AtrAt          
* Die Signal überlappen mit denen des Lösungsmittels a: Die Zuordnungen mit den gleichen Buchstaben sind austauschbar Die Daten stimmen mit denen aus der Literautru für Aspulvion E (Gao et al. 2013a), Butyrolacton IIa (van Dijk et al. 2016), Phenguignarsäure (Sun et al. 2016) und Atromentin (Wackler et al. 2012) überein.   
 
 
 Vertreter von der als Asterrichinone bezeichneten Gruppe von Naturstoffen konnten bisher ausschließlich aus Ascomyceten isoliert werden. Aus verschiedenen Chaetomium Spezies wurden beispielsweise die Cochliodinole isoliert und auch in der Gattung Aspergillus konnten eine Reihe von Asterrichinonen nachgewiesen werden (Abdel-Azeem 2020; Arai et al. 1981). Für alle Sekundärmetabolite dieser Gruppe bildet das Didemethylasterrichinone D (DDAQ D) das Grundgerüst, welches im Anschluss durch Prenylierungen oder Methylierungen modifiziert werden kann. Es stellt somit einen universellen Vorläufer dar und ist eindeutig in den Molekülen dieser Gruppe zu erkennen (Abbildung 4-24). 
      Abbildung 4-24: Beispiele einiger Strukturen von isolierten Bisindolbenzochinonen aus C. globosum und A. terreus   Schon 1990 vermuteten Arai und Yamamoto, dass DDAQ D durch die Kondensation von zwei Molekülen Indol-3-Pyruvat gebildet wird. Anhand des tdi-Clusters aus A. nidulans konnte die Biosynthese von Terrechinon A aufgeklärt werden (Balibar et al. 2007; Schneider et al. 2007). Dabei konnte nachgewiesen werden, dass das NRPS-ähnliche Enzym TdiA die beiden Indol-3-Pyruvat Moleküle durch Claisen Condensation miteinander verknüpft. Durch Bioinformatische Untersuchungen wurde sowohl in A. terreus  als auch in C. globosum ein fast vollständiges homologes Cluster zu dem tdi-Cluster identifiziert. In diesen Clustern sind ATEG_0700 (atqA) und CHGG_03687 (astA) homolog zu dem NRPS-ähnlichen Gen tdiA und weisen auf Aminosäureebene eine 66 %ige Identität zu TdiA auf (Tabelle 7-3). Weiterhin führte in einer Studie von 2013 die Deletion von atqA in A. terreus zu dem Fehlen der Asterrichinone in den Sekundärmetabolitprofil (Guo et al. 2013a).   
DDAQ D  R1=R2=R3=R4=H Cochliondon R1=X, R2=R3=R4=H Isocochliondon R1=R3=R4=H, R3=X Neocochliondon R1=R2=R4=H, R3=X AQ CT5  R1=R2=R3=H, R4=X AQ A3 R1=R2=R4=H, R3=R5=Y AQ B1 R1=R2=R3=H, R4=X, R5=Y AQ B2 R1=R3=R4=R5=H, R3=Y AQ C2 R1=X, R2=R3=R4=R5=H AQ D R1=R2=R3=R4=R5=H 
 
 
 Die Amplifikation von atqA (ATEG_00700) der cDNA war auch unter der Verwendung verschiedener PCR-Bedingungen (Annealingtemperatur: 50-65 °C), Puffern und Polymerasen (Phusion mit HF bzw. GC-Puffer oder HIFI-Polymerase) sowie der Zugabe von DMSO nicht möglich. Daher wurde der Stamm A. terreus A1156 für 3 Tage bei 30 °C in HME-Medium kultiviert und die gDNA isoliert (Kapitel 3.5.1). Das unter zu Hilfenahme der Primer 0700_3_fwd und 0700_2_rvs generierte PCR-Amplifikat von atqA wurde durch Homologe Rekombination in E. coli in den geöffneten pESC-URA Vektor eingebracht (Kapitel 3.5.14). Eine Restriktionsverdau mit PvuII bestätigte die korrekte Insertion des Genes in den Vektor.  
 Abbildung 4-25 Vektorkarte von pEH91 (ATEG_00700 in pESC-URA) und 1%iges Agarosegel zur Überprüfung des Restriktionsmusters. 1: DNA-Größenstandard; 2: pEH91 mit PvuII verdaut.  
 In der NCBI Datenbank wurde für astA (CHGG_03687) aus Chaetomium globosum kein Intron vorhergesagt. Da sich auch in den Sequenzen der NRPS-ähnlichen Gene aus Aspergillus terreus die prognostizierten Introns als unzutreffend herausgestellt hatten, wurde die Gensequenz von astA aus gDNA gewonnen. Die gDNA wurde aus dem Chaetomium globosum Stamm NRRL1870 isoliert (Kapitel 3.5.1), welcher dafür 3 Tage in CDH-Flüssigmedium bei 24 °C kultiviert worden war. In der mit dem Primerpaar 3687_3_fwd und 3687_5_rvs amplifizierten und mittels homologer Rekombination in E. coli in den pESC-URA klonierten Sequenz, wurden im Vergleich mit der NCBI-Sequenz drei Mutationen (A1333G; C1848T; T1952C) gefunden. Die erste Mutation führt in der Aminosäuresequenz von einem Threonine zu einem Alanin. Die zweite Mutation ist stumm. Die letzte Mutation führt auf 
 
Proteinsequenz zu einem Wechsel von einem Leucin zu Prolin. Das Plasmid bekam die Bezeichnung pEH26 (Abbildung 4-26). 
        Abbildung 4-26: Vektorkarte von pEH26 (CHGG_03687 in pESC-URA) und 1%iges Agarosegel zur Überprüfung des Restriktionsmusters. 1: DNA-Größenstandard; 2: pEH26 mit PstI verdaut.   
 Die Expression von AtqA und AstA konnte nicht in dem Stamm S. cerevisiae BJ5464_NpgA durchgeführt werden, da der Stamm eine Deletion des trp1 Gens besitzt, dessen Genprodukt wichtige Schritte in der Synthese von Tryptophan katalysiert (vergl. Tabelle 3-6) (Braus et al 1988). Zwar besitzt S. cerevisiae mit trp3 ein homologes Gen, allerdings weist dieses eine deutlich geringere Aktivität auf. Daher liegen in dem BJ5464_NpgA Stamm nur basale Mengen an Tryptophan und folglich auch an dessen erstem Abbauprodukt Indolpyruvat vor. Um den AstA und AtqA in ausreichenden Mengen Indolpyruvat zur Verfügung zu stellen, wurde es bei der Kultivierung dem Medium zugesetzt. Zuerst wurden 500 ml SC-URA-Medium mit 2 % Galaktose mit 5 ml einer Über-Nacht-Kultur des pEH26 bzw. pESC-URA tragenden Hefezellen inokuliert und für 36 Std. bei 230 rpm und 30 °C kultiviert. Die gesamte Kultur wurde in 50 ml Reaktionsgefäßen bei Raumtemperatur und 3000 rpm für 5 min pelletiert. Die Zellen wurden in 50 ml SC-URA-Medium mit 2 % Galaktose als Kohlenstoffquelle resuspendiert. Anschließend wurde die Kultur in einen sterilen 250 ml Erlenmeyerkolben überführt, Indolpyruvat in einer Endkonzentation von 0,1 mM hinzugefügt und für weitere 48 Std. kultiviert.  
 
 
Die Analyse der Sekundärmetabolite mittels LC-MS zeigte im Vergleich mit der Negativkontrolle, einen zusätzlichen Peak für die astA exprimierenden Kulturen mit einer Retentionszeit von 27,4 min. Die detektierte Masse stimmt mit dem theoretischen [M + H]+-Ion von m/z  =  371.1026 überein, daher wurde vermutet, dass das enzymatische Produkt von AstA tatsächlich DDAQ D ist. Der Peaks mit einer Retentionszeit von 17,7 min und [M + H]+-Ion von m/z  =  162.0918 ist vermutlich Tryptophol, das erste Abbauprodukt von Indolpyruvat. Tryptophol kann nicht von AstA verwendet werden. Eventuell hat AstA eine zu niedrige Umsatzrate, um größere Mengen DDAQ D herzustellen oder der Zeitpunkt der Zugabe von Indolpyruvat stimmte nicht mit dem höchsten Level der Proteinexpression überein. Eine gestaffelte Zugabe von geringeren Mengen an Indolpyruvat über den Kultivierungszeitraum könnte die Ausbeute an Produkt deutlich steigern. Parallel zu den hier beschriebenen Arbeiten wurde in Zusammenarbeit von Dr. Katja Backhaus, Kristin Öqvist und Johanna Schäfer der Stamm S. cerevisiae KO3 hergestellt wurde. Dieser beruht auf KAB26, einem Tryptophan überproduzierenden Hefestamm (Backhaus et al. 2017). Die Deletionen der beiden Peptidasen prb1 und pep4 (Kerstens and Van 2018), sowie das Einfügen von npgA in den prb1 Lokus gestatten schließlich die Expression der NRPS-ähnlichen Gene in KO3.   
 Parallel zu der Biotransformation von den anderen NRPS-ähnlichen Genen wurden AstA und AtqA in S. cerevisiae KO3 transformiert, die Klone kultiviert und die mit Ethylacetat ausgeschüttelten Die Sekundärmetabolitprofile der Ethylacetatphasen wurden schließlich 
Abbildung 4-27: LC-MS Chromatogramm der Biotransformation von Indolpyruvat in astA exprimierenden S. cerevisiae Kulturen. Die UV-Spektren von 296 nm sind in schwarz und die Chromatogramme der [M + H]+ Ionen von DDAQ D (hellblau) und Tryptophol (rot) sind in Farbe abgebildet. 
 
mittels LC-MS analysiert. Der Vergleich der Profile von den Kulturen, die den pESC-URA Vektor tragen, mit den pEH54 bzw. pEH91 tragenden Kulturen, zeigt bei einer Retentionszeit von 9,0 min ein Schulter an dem vorhergehenden Peak. Das zugehörige [M + H]+-Ion von m/z  =  371.1026 entspricht der theoretisch berechneten Masse. 
 Abbildung 4-28: LC-MS Analyse der Kulturextrakte von NRPS-ähnlichen Genen exprimierenden S. cerevisiae Kulturen 48 Stunden nach der Induktion. UV-Chromatogramme von 296 nm sind in schwarz, die sind zugehörigen Chromatogramme der [M + H]+ Ionen sind in Farbe abgebildet  
 Aufgrund der hohen Identitätsübereinstimmung von 66% von AstA und AtqA zu TdiA  wurde die Vermutung aufgestellt, dass es sich bei den Produkten von AstA und AtqA um Didemethylasterrichinon D (DDAQ D) handeln könnte. Auch die durch die LC-MS Analyse 
 
 
detektierten Massen der beiden Produktpeaks stimmen mit der theoretischen [M + H]+ von m/z = 371.1026 überein. Für die Isolierung des Produktes mittels HPLC wurden die pEH26 tragenden Kulturen unter Standardbedingungen im 3 l Maßstab kultiviert. Von der isolierten Substanz wurde ein 1H-NMR-Spektrum in (CD3)2CO aufgenommen. Das Spektrum befindet sich in Abbildung 7-8 im Anhang. Als Referenz diente das (CD3)2CO-Signal. Die NMR-Daten sind in Tabelle 4-4 zusammengestellt.  Der Indol-Rest konnte leicht durch die Signale für die vier gekoppelten Protonen und einem Duplett für das mit dem NH des Indolrings gekoppelte fünfte Proton identifiziert werden (Liao et al. 2018; Pirrung et al. 2005). Es wurde nur ein Satz an Signalen beobachtet, da das Molekül symmetrisch ist. Auch der Vergleich der erworbenen Daten mit in der Literatur hinterlegten Werten bestätigt eindeutig die Synthese von DDAQ D durch AstA (Balibar et al. 2007). Da in den LC-MS Analysen von den AstA und AtqA expremierenden Kulturen die Retentionszeiten, das UV-Spektrum und die detektierten [M + H]+–Ionen von m/z  =  371.1026 übereinstimmen, konnte auch für AtqA die Herstellung von DDAQ D bestätigt werden.  Tabelle 4-4: 1H-NMR-Daten der Produkte von AstA                                                      Die Daten stimmen mit denen aus der Literatur für  Didemethylasterrichinon D überein (Balibar et al. 2007; Liao et al. 2018; Pirrung et al. 2005). 
 




    Abbildung 4-29: Vektorkarte von pEH17 (ATEG_02004 ohne Stopkodon in pGemT® easy) und 1%iges Agarosegel zur Überprüfung des Restriktionsmusters. Zur Umklonierung wurden EcoRI und SpeI verwendet. 1: DNA-Größenstandard; 2: pEH17 mit SalI verdaut.  Aus den entstandenen Plasmiden pEH17 (apvA), pEH18 (atrAAt), pEH21 (melA) und pEH20 (astA) wurden die Gene mit den benötigten Restriktionsendonukleasen herausgeschnitten und in den pESC-URA Vektor eingefügt (Tabelle 4-5). In der Abbildung 4-29 und Abbildung 4-30 sind beispielhaft die Kontrollverdaue und Konstrukte für apvA dargestellt.  
 Abbildung 4-30: Vektorkarte von pEH7 (ATEG_02004 mit C-terminalen FLAG-Tag in pESC-URA) und 1%iges Agarosegel zur Überprüfung des Restriktionsmusters. Zur Umklonierung wurden EcoRI und SpeI verwendet. 1: DNA-Größenstandard; 2: pEH7 mit PvuII verdaut.  
 
Die Plasmide wurden in den S. cerevisiae Stamm BJ5464_NpgA transformiert und die Überproduktion der Proteine in 100 ml SC-URA Medium, die mit 2 % Galaktose versetzt war, in einem 500 ml Erlenmeyerkolben induziert. Nach 48 Stunden Kultivierung bei 30 °C wurden die Zellen, wie in Kapitel 3.6.1 beschrieben, aufgeschlossen und die Proteine isoliert. Leider konnten jedoch mittels SDS-PAGE keine erwarteten Proteine nachgewiesen werden. Zur Kontrolle der Proteinexpression wurde ein WesternBlot durchgeführt, der einen spezifischen Nachweis der Proteine mittels Antikörpern ermöglicht.  Die Plasmide pEH7, pEH9, pEH12 und pEH22 sowie der pESC-URA Vektor als Negativkontrolle wurden in S. cerevisiae BJ5464_NpgA transformiert und kultiviert. Von den Kulturen wurden, wie in Kapitel 3.6.4.1 beschrieben, zu unterschiedlichen Zeiten Proben gezogen und nach der Entnahme aller Proben der Western Blot durchgeführt. Beispielhaft sind die Ergebnisse für Proteinexpression von MelA und AstA sowie der Negativkontrolle mit dem pESC-URA Vektor abgebildet (Abbildung 4-31).   
 Abbildung 4-31: Membranen des WesternBlots zur Detektion von AstA und MelA in S. cerevisiae. A+D) Negativkontrolle; B-E) MelA-Flagg; C+F) AstA-Flagg  Trotz des für den FLAG-Tag spezifischen Antikörpers ist auf allen Membranen ein Hefeprotein von ca. 100 kDa detektiert worden (Abbildung 4-31). Die etwa 104 kDa großen Fusionsproteine lassen sich jedoch als eine eigenständige Bande leicht oberhalb der Hefeproteinbande erkennen. Die für die Fusionsproteine spezifischen Banden erscheinen etwa nach vier Stunden und sind am deutlichsten bei 10 bzw. 16 Stunden zu sehen. Danach verblassen sie wieder. Damit erklärt sich auch, warum bei der Isolierung der NRPS-ähnlichen Proteine nach 48 Std. kein Protein gewonnen werden konnte. Für folgende 
 
 
Proteinisolierungen sollte die Kultur daher für einen Zeitraum von ca. 16 Std. kultiviert werden. 
 Abbildung 4-32: LC-MS Analyse der Produktbildung in den Kulturen, die Konstrukte ohne und mit C- bzw. N-terminalem Affinitäts-Tag exprimieren. UV-Chromatogramme von 296 nm sind in schwarz, die sind zugehörigen Chromatogramme der [M + H]+ Ionen sind in Farbe abgebildet  Bei der Probenentnahme für den Western Blot wurden auch je 1 ml Kultur für eine Extraktion der Sekundärmetabolite entnommen. Die Kultur wurde in ein 2 ml Reaktionsgefäß überführt und zweimal mit 1:1 Vol. Ethylacetat ausgeschüttelt. Die organischen Phasen wurden mit Hilfe der Speedvac eingeengt und anschließend für eine Analyse an der LC-MS in 500 µl Methanol gelöst. In den Proben konnten die zu den Proteinen gehörenden Metabolite nur in Minimalen Mengen detektiert werden (Abbildung 4-32). Da durch die Fusionierung mit dem FLAG-Tag ein etwa 14 AS langer Überhang am C-Terminus der Proteine entstanden war, könnte dieser die Funktionalität des Proteins beeinflussen. Ein kürzerer Tag könnte die 
 
Aktivität des Proteins weniger beeinflussen. Zum Testen dieser Hypothese wurde an die Gensequenz von apvA, btyA und pgnA durch die Verwendung der in Tabelle 4-5 aufgeführten Primer eine Sequenz für einen C-terminaler HIS6-Tag angefügt. Die Gene wurde wiederum in den pESC-URA Vektor eingebracht, in S. cerevisiae BJ5464_NpgA transformiert und in 2 % Galaktose enthaltenden SC-URA Medium kultiviert. Es wurden Proben für einen WesternBlot und eine Analyse der Sekundärmetabolite entnommen. Leider konnten auch für diese Konstrukte, verglichen mit den originalen Proteinen, nur eine sehr geringe Mengen an den entsprechenden Sekundärmetabolite detektiert werden.  Da das Anfügen von C-terminalen Aminosäuren die Aktivität der Proteine beeinträchtigt, sollte stattdessen ein N–terminalen Affinitäts-Tag verwendet werden. Dafür wurden Primer designed, die neben einer komplementären Sequenz für den pESC-URA Vektor auch eine Sequenz für N-terminalen HIS6-Tag an die Gene anfügt (Tabelle 4-5). Die PCR-Amplifikate wurden wiederrum mittels homologer Rekombination in den pESC-URA Vektor eingefügt. Als Beispiel ist in Abbildung 4-33 die Vektorkarte und der zugehörige Restriktionsverdau von pEH25 abgebildet. 
  Abbildung 4-33: Vektorkarte pEH25 (ATEG_02004 mit N-terminalen HIS6-Tag in pESC-URA) und 1%iges Agarosegel zur Überprüfung des Restriktionsmusters. 1: DNA-Größenstandard; 2: pEH7 mit PvuII verdaut.  Um die Produktivität der rekombinanten NRPS-ähnlichen Proteine zu überprüfen, wurden die Expressions-Konstrukte in S. cerevisiae transformiert, die Transformanten kultiviert und schließlich die Sekundärmetaboitprofile analysiert. Wie in Abbildung 4-32 dargestellt, entspricht die Ausbeute an Produkten, welcher durch die N-Terminal modifizierten Proteine generiert wurde, etwa dem der Enzyme ohne einen Affinitäts-Tag. Da durch den N-terminalen HIS6-Tag kein negativer Effekt auf die Enzyme ausgeübt wird, sollten 
 
 
diese Konstrukte für eine Isolierung der NRPS-ähnlichen Enzyme und eine anschließende biochemische Charakterisierung der Proteine verwendet werden.  
 Die Überproduktion von His6-ApvA, His6-BtyA und His6-PgnA erfolgte mit pEH25, pEH41 bzw. pEH28 in S. cerevisiae BJ5464_NpgA. Um die Selektion so lange wie möglich aufrecht zu erhalten, wurde die Vorkultur in SC-Medium angezogen. Die Expression der Proteine erfolgt im 500 ml Maßstab in YPD-Medium unter Zugabe von 2 % Galaktose bei einer Inkubation von 30°C für 16 Stunden. Die Hefezellen wurden geerntet und wie in Kapitel 3.6.1 beschrieben aufgeschlossen. Der gewonnene Proteinextrakt wurde für die Aufreinigung mittels Ni-NTA-Agarose nach dem Protokoll in 3.6.2 eingesetzt. Die Proteine wurden in 100 µl Aliquots bis zur späteren Verwendung bei -80 °C gelagert. Die theoretische Größe der Proteine beträgt 103,6 kDa für ApvA, 103,4 kDa für BtyA und 105,3 kDa für PgnA. Eine Analyse der während der Aufreinigung gewonnenen Fraktionen mittels SDS-Page zeigte, dass kein oder nur sehr wenig Protein in den anderen Fraktionen verblieb. Die gewonne Proteinkonzentration nach der Umpufferung lag für ApvA bei 0,7 mg/l, für BtyA bei 1,2 mg/l und für PgnA bei 0,5 mg/l. 
         Abbildung 4-34: SDS-PAGE der Aufreinigung von A) HIS6-ApvA, B) HIS6-BtyA und C) HIS6-PgnA aus S. cerevisiae BJ5464_NpgA. 1) Protein-Größenstandard; 2) unlösliches Protein; 3) lösliches Protein; 4) Durchflussfraktion; 5) Waschfraktion; 6) NiNTA-Elutionsfraktion  
 Durch die Expression der Proteine in S. cerevisiae war davon auszugehen, dass 4-Hydroxyphenylpyruvat das natürliche Substrat für ApvA und BtyA ist, und Phenylpyruvat das natürliche Substrat für PgnA. 10 µg-100 µg des überproduzierten und aufgereinigten Proteins wurden zunächst mit 5 mM Substrat, in Anwesenheit von 5 mM MgCl2, 5 mM ATP, 
 
in 50 mM Tris/HCl (pH7,5) für vier Stunden bei 37 °C inkubiert. Durch dreimaliges Extrahieren mit Ethylacetat wurde die Reaktion abgestoppt. Die Proben wurden an der LC-MS vermessen. Leider konnte für keinen der Aktivitätstests das erwartete Produkt detektiert werden. Daher wurden die Bedingungen getestet, die für andere NRPS-Enzyme erfolgreich waren (Tabelle 4-6) (Geib et al. 2016; Schneider et al. 2008; Wackler et al. 2012). Zusätzlich wurde der Inkubationszeitraum auf 12 Std. ausgedehnt und die Enzymtests bei 25 °C, 30 °C und 37 °C durchgeführt. Trotzdem konnte keine Produktbildung nachgewiesen werden.  Tabelle 4-6: Zusammensetzung der getesteten Aktivitätsassays 
 Zur Überprüfung, ob das Protein bei der Aufreinigung über die N-NTA-Agarose inaktiviert wurde, wurden auch Aktivitätstests mit dem Gesamtproteinextrakt aus den aufgeschlossenen Hefezellen durchgeführt. Es konnte auch hier für keines der NRPS-ähnlichen Proteine eine Aktivität nachgewiesen werden.  
 Da in vitro keine Aktivität nachgewiesen werden konnte, war es trotz der erfolgreichen Isolierung der NRPS-ähnlichen Enzyme nicht möglich die Proteine biochemisch zu charakterisieren. Es ist möglich, dass durch die Aufreinigungsmethode aus der Hefe das Protein zerstört wurde. Daher wurde eine Expression der NRPS-ähnlichen Gene in E. coli angestrebt. Das Primerpaar pET28_His-tag_f und HIS8_ESC_MSC1_r wurde verwendet um die Gene für eine homologe Rekombination in den pET28a (+) Vektor zu amplifizieren (Tabelle 3-12). Die entstandenen Plasmide (pEH107 (apvA), pEH108 (btyA), pEH109 (melA), pEH110 (pgnA), pEH110 (astA)) wurden zur Kontrolle der korrekten Inserierung sequenziert. Exemplarisch ist in Abbildung 4-35 die Vektorkarte und der Kontrollverdau von pEH107 zu sehen.   
 
 
 Abbildung 4-35: Vektorkarte pEH107 (ATEG_02004 mit N-terminalen HIS6-Tag in pET28a (+)) und 1%iges Agarosegel zur Überprüfung des Restriktionsmusters. 1: DNA-Größenstandard; 2: pEH107 mit PvuII verdaut.  Für die Klonierung in den pQE60 Vektor wurden die Primer QE-HIS-tag-f und QE-ESC-MCS1-r genutzt (Tabelle 3-12). In Abbildung 4-36 sind die Vektorkarte von pEH74 mit dem zugehörigen Kontrollverdau als Stellvertreter für die entstandnen Plasmide (pEH74 (apvA), pEH75 (btyA), pEH76 (atrAAt ) pEH77 (melA), pEH78 (pgnA), pEH79 (astA)) dargestellt. 
  Abbildung 4-36: Vektorkarte pEH74 (ATEG_02004 mit N-terminalen HIS6-Tag in pQE60) und 1%iges Agarosegel zur Überprüfung des Restriktionsmusters. 1: DNA-Größenstandard; 2: pEH74 mit ScaI verdaut.  In E. coli gibt es, wie auch in der Bäckerhefe, keine Phosphopantethenyltransferase, die in der Lage ist, die modularen Proteine wie die NRPS-ähnlichen Enzyme aus Ascomyceten zu modifizieren. Daher wurde das npgA-Gen aus A. nidulans, welches für die Konstruktion von 
 
dem S. cerevisiae Stamm KO3 verwendet worden war, in den pET28a(+) Vektor eingebracht (Abbildung 4-37). Für die Amplifikation von pKO4 wurde das Primerpaar HIS_NpgA_fwd und NpgA_rvs verwendet (Tabelle 3-12). 




 Wie bereits in Kapitel 1.2.6 beschrieben, ermöglicht die strukturelle Organisation von NRPS-Enzymen theoretisch eine Rekonstruktion der Proteine und so die Herstellung neuerer Produkte. Da NRPS-ähnliche Enzyme lediglich aus einem Modul bestehen, ist eine Kombination von Modulen natürlich nicht möglich. Allerdings wurden für NRPS-ähnliche A-Domänen bisher keine Strukturaufklärung durchgeführt und auch die Vorhersage für die aktivierten Substrate mit Hilfe von entsprechenden bioinformatischen Programmen ist oftmals nicht möglich. In NRPS-ähnlichen Proteinen sind die drei Domänen jeweils durch einen etwa 30 Aminosäure langen Bereich getrennt, der funktionell keiner Domäne zugeordnet wird (Abbildung 7-1). In einer Studie von 2016 wurden diese Bereiche genutzt, um die A-Domäne bzw. die A/T-Domänen von ApvA und PgnA mit der TE-Domäne bzw. T/TE-Domäne von BtyA vertauscht. Wie zu erwarten, wurde durch die ApvA/BtyA Hybrid-Proteine weiterhin Butyrolactone IIa produziert. Auch die Kombination aus PgnA/BtyA führte zu der Expression eines aktiven Proteins und resultierte in der Synthese von Phenylbutyrolacton IIa, welches zuvor noch nie aus Ascomyceten isoliert worden ist (Dijk et al 2016). Bei dieser Rekombination besteht der Unterschied der beiden Substrate jedoch lediglich in der Hydroxylgruppe am Benzolring der beiden Ketosäuren. Weiterführend sollten systematisch die Domänen zwischen den NRPS-ähnlichen Enzymen ausgetauscht werden, die für die Aktivierung unterschiedlicher Substrate und die Bildung der verschiedenen Kernstrukturen verantwortlich sind (Abbildung 4-38).  
 Abbildung 4-38: Geplanter Ablauf der Klonierung und Expression von NRPS-ähnlichen Hybid-Proteinen  
 
 Die Fusion der verschiedenen Domänen aus den NRPS-ähnlichen Enzymen sollte über homologe Rekombination in E. coli erfolgen. Die Expression der rekonstruierten Proteine sollte ebenfalls in S. cerevisiae mit Hilfe des pESC-URA Vektors durchgeführt werden. Daher konnten die Primer KAB-pESC-MCS1rvs und KAB-pESC-MCSfor verwendet werden, die eigentlich zur Sequenzierung des Vektors genutzt werden. Die Nutzung dieser Primer führt zu einem komplementärer Bereich des PCR-Amplifikates, der die Re-Integration in den pESC-URA Vektor ermöglicht. Die A bzw. A/T-Domänen wurden mit KAB-pESC-MCS1rvs und einem Primer amplifiziert, der keinen homologen Bereich einfügt. Somit können die mittels PCR amplifzierten Produkte für eine Vielzahl von Rekombinationen der Domänen eingesetzt werden.   Tabelle 4-7: Übersicht über die amplifizierten A- oder A/T-Domänen zur Konstruktion der Hybrid-Gene 
 Für die Amplifikation der T/TE bzw. TE-Domänen wurde neben dem Primer KAB-pESC-MCS1for ein Primer verwendet, der spezifisch ist für die benötigten Domänen des jeweiligen Gens und die komplementäre Sequenz zu der geplanten Nachbardomäne trägt (Tabelle 4-8). Die Amplifikation von den Domänen von den zugehörigen Plasmiden erfolgte 
 
 
mit der Phusion-Polymerase bei einer Annealing Temperatur von 58 °C und einer Elongationszeit von 30 Sekunden.   Tabelle 4-8: Übersicht über die amplifizierten T/TE- oder TE-Domänen zur Konstruktion der Hybrid-Gene 
 Die PCR-Produkte wurden gefällt und einem Verdau mit DraI unterworfen, um den Ursprungsvektor zu zerstören und dann erneut über eine Ethanolfällung aufgereinigt. Der pESC-URA-Vektor wurde mit EcoRI und SpeI geöffnet und mit SAP dephosphoryliert bevor er ebenfalls über eine Ethanolfällung aufgereinigt wurde. Nach der Konzentrationsbestimmung am NanoDrop wurden 100 ng geöffneter pESC-URA-Vektor mit 200 ng des größeren Fragmentes und 300 ng des kleineren Fragmentes zur homologen 
 
Rekombination in E. coli XL1 blue Zellen transformiert. Jeweils 6 der entstanden Kolonien wurden angezogen und das isolierte Plasmid mittels Restriktionshydrolyse untersucht. Die korrekte Integration und Rekombination der Gene wurde anhand von Sequenzierung bestätigt. Stellvertretend für die insgesamt 32 Konstrukte sind die Vektorkarten und Kontrollverdaue von pEH58 und pEH49 in den Abbildung 4-39 und Abbildung 4-40 dargestellt.  
 Abbildung 4-39 Vektorkarte von pEH58 (A-Domäne von ATEG_02004 fusioniert mit T/TE-Domäne von ATEG_03090 in pESC-URA) und 1%iges Agarosegel zur Überprüfung des Restriktionsmusters. 1: DNA-Größenstandard; 2: pEH58 mit SstI verdaut.  
               Abbildung 4-40 Vektorkarte von pEH49 (A/T-Domäne von ATEG_02004 fusioniert mit TE-Domäne von ATEG_03090 in pESC-URA) und 1%iges Agarosegel zur Überprüfung des Restriktionsmusters. 1: DNA-Größenstandard; 2: pEH49 mit SalI verdaut.  
 
 
 Die 16 Plasmide, die die A-Domäne von ApvA oder PgnA enthalten und somit Pyruvat oder 4-Hydroxyphenylpyruvat aktivieren, wurden in den S. cerevisiae Stamm BJ5464_NpgA transformiert. Die restlichen 16 Konstrukte, welche die A-Domäne von AstA oder AtqA aufweisen und Indolpyruvat als Substrat verwenden, wurden in den S. cerevisiae Stamm KO3 transformiert. Als Negativkontrolle wurde der pESC-URA Vektor in beide Hefestämme transformiert. Mit der Vorkultur wurde 50 ml SC-URA Medium mit 2 % Galaktose auf eine optische Dichte von 0,1, bei einer Wellenlänge von 600 nm angeimpft. Nach 48 Std. Kultivierung wurden die Kulturen im Scheidetrichter dreimal mit 1:1 Volumen an Ethylacetat ausgeschüttelt. Die Ethylacetatphasen wurden vereinigt und bis zur Trockene am Rotationsverdampfer eingeengt. Anschließend wurde das Pellet in Methanol rückgelöst und an der LCMS vermessen.             
 
  
  Abbildung 4-41: LC-MS Analytik der Metabolitenprofile von S. cerevisiae BJ5464_NpgA Kulturen, die Hyrid-Proteinen mit der A-Domäne von ApvA exprimieren. (1) Die Absorption bei 296 nm, (2) extrahierten Ionenchromatogramme und (3) Fragmentierungs-Muster von [M + H]- sind dargestellt.  In den Konstrukten, die die A- bzw A/T-Domänen von ApvA und die T/TE bzw. TE-Domäne von BtyA (pEH118 und pEH119), PgnA (pEH50 und pEH60), AtrAAt (pEH49 und pEH 58) bzw. AstA (pEH48 und pEH59) enthalten, konnte in allen UV-Chromatogrammen ein deutlich erkennbarer Produktpeak nachgewiesen werden. (Abbildung 4-41, Abbildung 4-42). Da BtyA und AtrAAt wie auch ApvA 4-Hydroxyphenylpyruvat als Substrat verwenden, war dies für die entsprechenden Rekombinationen nicht weiter verwunderlich. Besonders in beiden rekonstruierten Proteinen mit der TE-Domäne von BtyA dominieren die Produktpeaks das Chromatogramm (Abbildung 4-42).  
 
 
 Abbildung 4-42: LC-MS Analytik der Metabolitenprofile von S. cerevisiae BJ5464_NpgA Kulturen, die Hyrid-Proteinen mit der A-Domäne von ApvA exprimieren. (1) Die Absorption bei 296 nm, (2) extrahierten Ionenchromatogramme und (3) Fragmentierungs-Muster von [M + H]- sind dargestellt.  Der Unterschied der Substrate von ApvA und PgnA besteht lediglich aus einer Hydroxylgruppe am Aromaten, daher war auch die Dimerisierung von Hydroxyphenylpyruvat durch die TE-Domäne von PgnA erwartet worden. In dem Konstrukt mit der T/TE-Domäne von PgnA stellt Hydroxyguignarsäure in den analysierten Chromatogramm den dominanten Peak darstellt. Trotz der relativ großen Unterschiede der 
 
Substrate konnte selbst bei der Rekombination der Indol-3-pyruvat kondensierenden TE-Domäne von AstA mit der A oder A/T-Domäne von ApvA das erwartete Produkt nachgewiesen werden. Auch in den Sekundärmetabolitprofilen der Kulturen mit den Kombinationen der A- oder AT-Domäne von PgnA mit der T-TE- oder TE-Domäne von AtrAAt (pEH52 und pEH63), AstA (pEH51 und pEH64), ApvA (pEH53 und pEH61) und BtyA (pEH120 und pEH62) konnte die Produktbildung in allen Kulturen beobachtet werden (Abbildung 4-43). Im Vergleich zu den Konstrukten mit der A-Domäne von ApvA sind jedoch niedrigere Produktionsausbeuten zu verzeichnen. Überdies kann auch in diesem Fall die TE-Domäne des Indolylpyruvat-verwendenden Enzyms AstA in beiden Kombinationen erfolgreich das durch die A-Domäne von PgnA aktivierte Phenylpyruvats zu dem erwarteten Benzochinon kondensieren. Wie auch in den vorhergehenden Konstrukten werden die Aryleinheit von der A-Domäne und die Kernstrukturen von der TE-Domäne bestimmt.  Nach erfolgreicher Rekombination von Phenyl- bzw. Hydroxyphenylpyruvat aktivierenden A- oder A/T-Domänen von ApvA und PgnA mit den T-TE- oder TE-Domänen anderer Enzyme, wurde eine Rekombination von der A-Domäne von AtqA und AstA mit den anderen Enzymen angestrebt. Entsprechend den anderen rekonstruierten Enzymen wurde die für die Substrataktivierung zuständige A-Domäne von AstA bzw. AtqA mit den TE-Domänen von AtrAAt, PgnA, ApvA und BtyA fusioniert, die für die Bildung der Kernstruktur maßgeblich sind. Die T-Domänen wurden von AtqA bzw. AstA oder ihren Gegenpartnern übernommen. Die in keiner Kultur, die die Konstrukte mit der TE-Domäne von AtrAAt oder ApvA exprimieren wurde das erwartete Molekül detektiert. In den Transfomanten mit den TE-Domänen von PgnA und BtyA konnten hingegen in 5 der 8 untersuchten Kominationen die gesuchten Substanzen gefunden werden (Abbildung 4-44 und Abbildung 4-45).  
 
  Abbildung 4-43: LC-MS Analytik der Metabolitenprofile von S. cerevisiae BJ5464_NpgA Kulturen, die Hyrid-Proteinen mit der A-Domäne von PgnA exprimieren. (1) Die Absorption bei 296 nm, (2) extrahierten Ionenchromatogramme und (3) Fragmentierungs-Muster von [M + H]- sind dargestellt. 
   




     Abbildung 4-45: LC-MS Analytik der Metabolitenprofile von S. cerevisiae KO3 Kulturen, die Hyrid-Proteinen mit der A-Domäne von AstA exprimieren. (1) Die Absorption bei 296 nm, (2) extrahierten Ionenchromatogramme und (3) Fragmentierungs-Muster von [M + H]- sind dargestellt. 
   
 
    
    Abbildung 4-46: LC-MS Analytik der Metabolitenprofile von den Produkten der natürlichen NRPS-ähnlichen Enzyme. (1) Die Absorption bei 296 nm, (2) extrahierten Ionenchromatogramme und (3) Fragmentierungs-Muster von [M + H]- sind dargestellt.  
 
 
 Zur Strukturaufklärung der durch die rekombinanten NRPS-ähnlichen Enzyme generierten Produkte wurden die Sekundärmetabolite zunächst mittels LC-MS analysiert. Die gemessenen LC-HR-ESI-MS Daten entsprechen sehr gut den theoretischen [M – H]- bzw. [2M – H]- Ionen der erwarteten Substanzen (Tabelle 4-9). Anhand des Fragmentierungsmusters dieser Ionen ließen sich außerdem einige strukturelle Einheiten identifizieren. So entsprechen Fragmente von m/z = 117.0354 den theoretischen Massen eines Phenyl-Rests. Diese Fragmente sind in Aspulvionen E, Atromentin und Phenguignarsäure zu finden (Tabelle 4-9). Für Aspulvionen E und Atromentin sowie Phenylbutyrolactone IIa ist außerdem ein Fragment von m/z = 191.084 beobachtet worden. Die 4-Hydroxyphenyl-Guppen lassen sich anhand von den Fragmenten bei m/z = 133.0304 identifizieren (Tabelle 4-9). Butyrolactone IIa und Atromentin ließen sich aufgrund des Vergleiches von der Retentionszeit, dem UV-Spektrum, den [M – H]--Ionen und dessen Fragmentierungsmusters mit einem authentischen Standard eindeutig identifizieren (Abbildung 4-46). Polyporsäure und Pulvinon sind bekannte Isolate aus Pilzen und wurden über die Auswertung der Fragmentierungsmuster der [M – H]- identifiziert (Cohen and Robinson 2001; Ojima et al. 1973; Sugiyama et al. 1979; Xu et al. 2013; Zhu et al. 2014). Da Pulvinon wie auch Aspulvinon E photosensitiv sein und eine Konformationsisomerie aufweisen sollte, wurden die Extrakte von den im Dunkeln angezogenen Kultur Licht ausgesetzt. Zu definierten Zeitpunkten wurden Proben gezogen und an der LC-MS vermessen. Wie erwartet, konnte die Umwandlung von Pulvinon zu Isopulvinon beobachtet werden (Abbildung 4-47). Entsprechend der anderen Produkte der NRPS-ähnlichen Enzyme wurden die rekombinierten Produkte aus 5 l Kultur extrahiert. Aufgrund des großen Volumens der Proben wurden die Sekundärmetabolite zunächst über eine Sephadex Säule fraktioniert und die Produkte aus den entsprechenden Fraktionen mittels HPLC isoliert. Anhand der aufgenommenen 1H-NMR-Spektren können die aromatischen Ringsysteme einfach unterschieden werden (Tabelle 4-10 und Abbildung 7-9 - Abbildung 7-12). Die fünf Protonen von Prenyl-Resten koppeln miteinander, was sich typischerweise als Signale für zwei Triplet 
und einem Duplett in den Spektren beobachten lässt. Ein AA BB -System aus vier Protonen ist charakteristisch für eine 4-Hydroxyphenyl-Gruppe. Wie schon erwähnt, lassen sich Indol-Einheiten anhand der Signale für die vier gekoppelten Protonen und Singulett bzw. einem Duplett für das mit dem NH des Indolrings koppelt leicht identifizieren (Liao et al. 2018; Pirrung et al. 2005). Lässt sich die Substanz in der Kernstruktur spiegeln, wie bei den Hydroxybenzochinonen, kann nur ein Set der Signale nachgewiesen werden. 
 
 
 Abbildung 4-47: Zeitabhängige Umwandlung von Pulvinon zu Isopulvinon unter Belichtung. A) LC-MS Analyse der Ethylacetatextrakte der im Dunkeln angezogen Kulturenn die pEH53 bzw. pEH61 tragen. B) Analytik der Umwandlung im Extrakt anhand der [M + H]--Ionen nach verschiedenen Belichtungsdauern.  Für Hydroxyphenguignarsäure, Phenylbutyrolactone IIa, Indolguignarsäure und Indolbutyrolactone IIa wurden je zwei Sets an Signalen für die Aryl-Einheiten nachgewiesen (Tabelle 4-10). Die Kernstrukturen der vier Substanzen tragen zwei prochirale Methylenprotonen, die als zwei Dupletts mit Kopplungskonstanten von 14-16 Hz zu finden sind. Bei 6,23 bzw. 6,45 ppm erscheinen die Singuletts von den olefinischen Protonen von den beiden Guignarsäuren. Die MS und NMR von Hydroxyphenguignarsäure und Phenylbutyrolactone entsprechen auch den in der Literatur gefundenen Daten (van Dijk et al. 2016; van Dijk and Wang 2018).  Zur Bestimmung der Stereochemie wurden Zirkulardichroismus-Spektren für die Butyrolactone und Guignarsäuren aufgenommen. Wie in Abbildung 7-2 und Abbildung 7-3 gezeigt, weisen Butyrolactone bzw. Guignarsäuren ähnliche Spektren auf.  
 
 
Tabelle 4-9: LC-HR-ESI-MS Daten und beobachtete Fragmente der Produkte von den rekombinierten NRPS-ähnlichen Enzymen  
a: Butyrolacton IIa: [2M – H]- anstatt [M – H]- b: [M – COOH – CO]-  
   
 
Tabelle 4-10: 1H-NMR-Daten der Produkte, welche durch die rekombination der NRPS-ähnlichen Enyzme gebildet wurden 
a, b, c Signale mit den gleichen Buchstaben überlappen miteinander Die Daten stimmen mit denen aus der Literatur für Hydroxyphenguignarsäure (van Dijk and Wang 2018) und Phenylbutyrolacton (van Dijk et al. 2016) überein.  
 
 
 Meist sind die durch NRPS oder PKS synthetisierten Strukturen Grundgerüste, die durch nachfolgende Modifikationen erst ihre endgültige Struktur erhalten. Oftmals beeinflussen diese Veränderungen die biologische Aktivität im Vergleich zu den nicht modifizierten Vorläufern (Wollinsky et al. 2012). Auch in der genetischen Umgebung von den NRPS-ähnlichen Gene findet sich eine Reihe von solchen Modifikations-Enzymen (Tabelle 4-11). Neben Methylierungen finden sich an Sekundärmetaboliten, deren Vorläufer auf durch NRPS-ähnlichen Enzyme synthetisiert werden häufig Prenylierungen, die weitergehend zyklisiert oder oxidiert sein können (Guo et al. 2013a).  Tabelle 4-11: Modifikationsenzyme in der näheren genetischen Umgebung der NRPS-ähnlichen Gene 
 Anhand von BLAST-Analysen wurden im Genom von A. terreus zehn putative Prenyltransferasen der DMATS-Superfamilie identifiziert (Khaldi et al. 2010). Durch biochemische Untersuchungen über rekombinante Proteine oder deren Orthologe wurden bereits fünf der Proteine charakterisiert, die jedoch nicht in Clustern der NRPS-ähnlichen Gene liegen. Allerdings konnte nachgewiesen werden, dass AstPT (ATEG_09980) die 
 
Prenylierung methylierter Asterrichinone katalysiert (Tarcz et al. 2014a), für welche Diedemethyl-asterrichinone D das Grundgerüst bildet. In vier Clustern von den NRPS-ähnlichen Genen wurden putative Prenyltransferasen vorhergesagt (Tabelle 4-11). Dabei scheinen ATEG_00702, ATEG_03092 und CHGG_03684 für die Prenylierung von Benzochinonen und ATEG_02823 für die Prenylierung von Butyrolactonen verantwortlich zu sein. Interessanter Weise konnte im Cluster von apvA keine Prenyltransferasen identifiziert werden, obwohl die meisten der aus A. terreus isolierten Aspulvinone eine oder mehrere Prenyl-Gruppen tragen (Guo et al. 2013a; Ojima et al. 1975). Anhand von Deletionsexperimente und Bestimmung der Expressionslevel konnte apbA (ATEG_01730) als Prenyltransferase für sowohl die Aspulvinone als auch Butyrolactone identifiziert werden (Guo et al. 2015; van Dijk and Wang 2018).  Für eine Ko-Expression von den NRPS-ähnlichen Enzymen und den Prenyltransferasen in S. cerevisiae sollten die Prenyltransferasegene in die MCS2 der pESC-Vektoren kloniert werden.   
 Das Prenyltransferasegen apbA war bereits von Herrn Alexander Frehse in die MCS2 des pESC-HIS-Vektor (pAF19) eingebracht worden und konnte für eine Co-Transformation mit beispielsweise pEH10 oder pEH29 eingesetzt werden. Da eine Co-Transformation von zwei Vektoren in deutlich weniger positiven Tranformanten resultiert, sollten beide Gene von einen Vektor exprimiert werden. Die MCS2 des pEH10 Vektors wurde mit den Restriktionsenzymen EcoRI und SpeI geöffent. Die apbB Sequenz wurden mit den Primern pESC-MCS2-f1 und pESC-MCS2-r1 amplifiziert, das Fragment durch Ethanolfälllung aufergereinigt und mittels homologer Rekombination in E. coli in den geöffneten pEH10 Vektor eingebracht. Das aus der Klonierung resultierende pEH23 Konstrukt wurde mit PvuII verdaut und schließlich sequenziert. Die Vektorkarte und das Agarosegel des Kontrollverdaus sind in Abbildung 4-48 zu sehen.  
 
             Abbildung 4-48: Vektorkarte von pEH23 (ATEG_02004 in der MCS1 und ATEG_01730 in der MCS2 von pESC-URA) und 1%iges Agarosegel zur Überprüfung des Restriktionsmusters. 1: DNA-Größenstandard; 2: pEH23 mit PvuII verdaut.  Die Prenyltransferasen ATEG_00702, ATEG_02823, ATEG_03092 und CHGG_03684 sollten aus cDNA amplifiziert werden, um die Gen-Struktur zu bestätigen. Allerdings konnten die Prenyltransferase Gene nicht von cDNA amplifiziert werden, obwohl eine parallel durchgeführte PCR-Amplifikation der NRPS-ähnlichen Gene problemlos möglich war. Daher wurden die Gene zunächst von gDNA amplifiziert und in den pGemT® easy Vektor ligiert, um die in der NCBI-Datenbank hinterlegten Gen-Annonationen zu überprüfen. Nachdem die Sequenzierung bestätigt worden war, wurden die Exons mit den entsprechenden Primern amplifiziert, über Homologe Rekombination miteinander verbunden und in den pESC-HIS-Vektor eingefügt Tabelle 4-12. Beispielhaft ist in Abbildung 4-49 die Vektorkarte von pEH83 und das zugehörige Agarosegel abgebildet.  Tabelle 4-12: Übersicht über die Prenltransferasen exprimierenden Konstrukte und zu deren Herstellung verwendeten Primer 
  
 
         Abbildung 4-49: Vektorkarte von pEH84 (ATEG_03092 in pESC-HIS) und 1%iges Agarosegel zur Überprüfung des Restriktionsmusters. 1: DNA-Größenstandard; 2: pEH84 mit ScaI verdaut.  
 Die Prenyltransferase exprimierenden Plasmide wurden mit dem zugehörigen Plasmiden für die NRPS-ähnliche Gene in den S. cerevisiae Stamm KO3 transformiert. Nach 48 stündiger Kultivierung in SC-URA-HIS Medium mit 2 % Galaktose wurden die Sekundärmetabolite extrahiert und an der LC-MS analysiert. Wie in Abbildung 4-50 zu sehen, konnten für vier der NRPS-ähnlichen Enyzme die zugehörigen Produkte Aspulvinon E, Butyrolacton IIa und Atromentin einwandfrei nachgewiesen werden. DDAQ D konnte aber weder in den pEH91 noch in den pEH55 tragenden Transformanten detektiert werden (nicht gezeigt).  Die prenylierten Strukturen konnten jedoch in keinem Ethylacetatextrakt der getesteten Co-Transformationen gefunden werden (Abbildung 4-50 graues Spektrum). Auch die Suche nach eventuell zweifach prenylierten Grundstrukturen blieb ergebnisslos (Abbildung 4-50 türkises Spektrum).  
 




 Das Projekt wurde für die Expression der sechs NRPS-ähnlichen Gene apvA (ATEG_02004), melA (ATEG_03563), atqA (ATEG_00700), btyA (ATEG_02815), pgnA (ATEG_08899) und atrAAt (ATEG_03090) aus dem Stamm A. terreus A1156 in den Stamm A. nidulans TN02A7 angelegt. Die Hauptaufgaben bestanden in der Herstellung eines Transformations- bzw. Expressionskonstruktes mit dem nativen Promotor und Terminator, wenn noch nicht vorhanden, und die anschließende Einbringung in den A. nidulans Stamm TN02A7 mittels Ca2+-PEG-vermittelter Transformation von Protoplasten. Durch die Extraktion der Sekundärmetabolite aus den erhaltenen Transformanten und deren Analyse sollten zusätzlich erhaltene Sekundärmetabolite identifiziert und ihre Struktur aufgekärt werden. Die durch die sechs NRPS-ähnlichen Gene gebildeten Enzyme besitzen, mit Ausnahme von AtrAAt nach bioinformatischen Analysen eine A-T-TE Struktur (Guo and Wang 2014). Ein Vergleich der sechs NRPS-ähnlichen Enzyme zeigte eine hohe Sequenzidentität auf Aminosäureebene von 39%-49% zwischen den meisten Enzymen, wobei die Ähnlichkeit zwischen ApvA und MelA mit 66% deutlich hervorstach (Tabelle 7-2). Die hohe Sequenzidentität ließ vermuten, dass das gleiche Produkt durch die beiden Enzyme synthetisiert wird. In einer Deletionsstudie von 2013 konnte gezeigt werden, dass die Synthese von Aspulvinon E durch ApvA katalysiert wird und dass MelA an der Pigmentsyntese in den Konidiosporen beteiligt ist (Guo et al. 2013b). Die Kolonien von A. terreus weisen im Gegensatz zu den meisten anderen grünen bis bräunlichen Aspergillus Arten eine zimtfarbene bis ockergelbe Färbung auf. Somit ist durchaus denkbar, dass sich ein unabhängiger Mechanismus entwickelt hat, um das für den UV-Schutz wichtige Pigment Melanin zu synthetisieren, der nicht auf dem meist in Pilzen gefundenen 1,8-Dihydroxynaphthalen (DHN) oder dem seltener verwendeten L-3,4-dihydroxyphenylalanin (L-dopa) als Intermediat beruhen (Eisenman and Casadevall 2012). Auf Grund der hohen Sequenzidentität zwischen ApvA und MelA ist es möglich, dass Aspulvinone E als ein Grundbaustein des A. terreus Pigments verwendet wird.  
 
Das putative NRPS-ähnliche Enzym AtrAAt wies nach den Sequenzanalysen lediglich eine A-T-Domänenstruktur auf. Durch einen Vergleich seiner Sequenz auf Aminosäureebene wurde eine Homologie von 54% zu ApvA bzw. von 55% zu MelA berechnet. Daher wurde vermutet, dass AtrAAt wie auch ApvA und MelA 4-Hydroxyphenylpyruvat als Substrat verwendet  Die Expressionskonstrukte für ApvA, MelA und AtrAAt mit eigener Promotor- und Terminatorsequenz lagen in der Arbeitsgruppe bereits vor. Der Sequenzbereich für pgnA wurde im laufe dieser Arbeit ebenfalls in den Expressionsvektor pJW24 überführt. Die Sequenzen für MelA und AtrAAt wurden erfolgreich Mittels ektopischer Integtation in das Genom von dem A. nidulans Stamm TN02A7 eingebracht. So konnten die Sekundärmetabolit von vier Transformanten für MelA und fünf Transformaten von AtrAAt analysiert werden. Leider konnte in keinem der Transformaten zusätzliche Sekundärmetabolite nachgewiesen werden. Des Weiteren wurden 15 Transformaten für MelA auf Grundlage von dem A. nidulans Stamm GR5 bestätigt. Da dem GR5 Stamm das für die Melanin-Synthese verantwortliche wA3 Gen fehlt, sind die Kolonien weiß. Demnach sollten bei der Expression von MelA, wenn die Hypothese der Produktion von Aspulvinon E korrekt ist, die Kolonien gelb gefärbt sein. Leider wurde jedoch selbst bei einer genauen Analyse der Kulturen im Vergleich mit dem Wildtyp keine Produktion von Sekundärmetaboliten nachgewiesen. Für die Konstrukte von ApvA und PgnA wurde im Verlauf dieser Arbeit keine Transformaten hergestellt, da vermutet wurde, dass vor allem die Verwendung der eigenen Promotoren eine Expression in A. nidulans sehr erschwert. Daher sollte der gpdA-Promotor, ein starken, konstitutiver Aspergillus-Promotors und der weitläufig etablierte trpC-Terminator, für den weiteren Versuchsaufbau verwendet werden. Sowohl der Promotor als auch die Gene konnten in einer PCR mit Sequenzüberhängen amplifiziert werden, die eine Fusion des Promotors mit dem Gen mit Hilfe von einer Fusions-PCR ermöglicht. Leider konnten auch nach mehreren Versuchen die beiden Sequenzabschnitte nicht miteinander verbunden werden. In später veröffentlichten Studien wurde die Synthese von Aspulvinon E durch ApvA bzw. MelA tatsächlich mittels einer Überexpression beider Proteine in A. nidulans bestätigt (Guo et al. 2015). Des Weiteren wurde anhand einer Fusion des jeweiligen Proteins mit Gfp (green fluoreszensing protein) beobachtet, dass MelA in den Konidiosporen aktiv ist und wahrscheinlich einen Baustein für Asp-Melanin liefert, wohingegen ApvA im Mycel aktiv ist und das Grundgerüst für verschiedene Aspulvinone liefert (Geib et al. 2016). Auch für BtyA konnte an Hand von einer Überexpression in A. nidulans die Synthese von Butyrolactone IIa bestätigt werden (van Dijk et al. 2016). Das Syntheseprodukt von PgnA wurde nicht durch 
 
einen allgemein gebräuchlichen Aspergillus Promotor identifiziert. Erst mit Hilfe des Tet-on Expressionssystems wurde Phenguignarsäure als Produkt von PgnA identifiziert (Sun et al. 2016).  
 Aspergillus als Expressionssystem bietet einige Vorteile. Es sollte ein alternatives Expressionssystem geschaffen werden, welches in kurzer Zeit eine einfache und zuverlässige Identifizierung von Genprodukten ermöglicht. Die Bäckerhefe S. cerevisiae wird in der Industrie vielfach für die Erzeugung von hochwertigen Metaboliten eingesetzt (Dai et al. 2015) und ist einer der am Besten untersuchten einzelligen Eukaryoten. Seine anspruchslosen Kultivierungsbedingungen und umfangreichen Methoden zur genetischen Modifikation (Fletcher et al. 2016; Lian et al. 2018)  Neben den zuvor bereits erwähnten sechs NRPS-ähnlichen Genen aus A. terreus sollte des Weiteren das Gen astA (CHGG_03687) aus C. globosum in dem S. cerevisiae Stamm BJ5464_NpgA exprimiert werden. Die Enzymprodukte sollten aus den Kulturen extrahiert und die Struktur aufgeklärt werden. Da BJ5464_NpgA eine Deletion in dem trp1 Gen der Tryptophan-Biosynthese besitzt, konnte dieser für die Expression von astA und atqA, welche aufgrund ihrer hohen Sequenzidentität zu TdiA und einer Deletionstudie aus 2013 wahrscheinlich Indolyl-3-Pyruvat als Substrat aktivieren (Guo et al. 2013a) nicht verwendet werden. In Kooperation von Dr. Katja Backhaus, Johanna Schäfer und Kristin Öqvist wurde der Hefestamm KO3 hergestellt. Der neue Hefestamm beruht auf dem Stamm KAB26, der Tryptophan überproduziert (Backhaus et al. 2017). In KAB26 wurde das npgA Gen unter der Kontrolle des TDH3 Promotors und des ACT1-Terminators in den Genlokus von pep4 eingefügt (Ammerer et al. 1986; McAlister and Holland 1985). Des Weiteren wurde das für die Serin Proteinase kodierende Gen prb1 deletiert, um so die Konzentration an NRPS-ähnlichen Enyzmen und folglich die Produktion der gesuchten Metabolite zu steigern (Tabelle 3-6) (Zubenko and Jones 1979). Die sieben NRPS-ähnlichen Gene wurden aus der cDNA oder gDNA des entsprechenden Ascomyceten amplifiziert und in den Expressionsvektor pESC-URA kloniert. Durch die anschließende Sequenzierung wurden, bis auf in der Sequenz von atqA, in allen NRPS-ähnlichen Genen Abweichungen zu den in NCBI-Datenbank hinterlegten Annotierung identifiziert. Die Sequenzunterschiede konnten anhand von mindestens zwei vollständig unabhängigen Klonierungen bestätigt werden und können im Anhang in Tabelle 7-1 
 
eingesehen werden. Für atrAAt wurde durch die Deletion einer Base der Leserahmen verschoben wodurch ein 76 Aminosäuren längeres Peptid besteht. Die 920 AS lange Peptidkette besitzt nach der bioinformatischen Analyse nun ebenfalls eine A-T-TE Domänenstruktur. Alle Gene bestehen nur aus einem Exon und die daraus resultierenden Peptidketten der sieben NRPS-ähnlichen Enzyme werden aus 920 bis 961 Aminosäuren zusammengesetzt. Die Produktbildung wurde in allen Transformanten der sieben NRPS-ähnlichen Gene nachgewiesen und die Identität dieser Produkte wurde durch NMR- und MS-Analysen nach Isolierung aus den Hefekulturen bestätigt. In den Sekundärmetabolitprofilen der Transformaten von ApvA, BtyA und PgnA stellen von Butyrolacton IIa mit bis zu 35 mg/l, Aspulvinon E mit bis zu 13 mg/l bzw. Phenguignardsäure mit bis zu 15 mg/l nach 120 Std. Kultivierung die dominanten Produkte der Hefekulturen dar.  In den Kulturen die ApvA oder MelA exprimierten, wurden zwei Metabolite detektiert, die als Aspulvinon E und sein Isomer Isoaspulvinon E identifiziert werden konnten. Durch eine Kultivierung der Transformanten unter Lichtausschluss haben wir dargelegt, dass Aspulvinon E das Produkt dieser beiden Enzyme ist und die Isomerisierung durch Sonnenlicht induziert wird. Die in dieser Arbeit erlangten Ergebnisse bestätigen, dass die Produkte der vier bekannten Enzyme ApvA, MelA, BtyA und PgnA mit denen identisch sind, die beim naiven Produzenten oder bei den heterologen Aspergillus-Wirten nachgewiesen wurden (Geib et al. 2016; Guo et al. 2013; Guo et al. 2015; Sun et al. 2016), was darauf hinweist, dass Produkte dieser NRPS-ähnlichen Enzyme durch die Hefeenzyme nicht weiter umgewandelt wurden. Der Nachweis der gleichen Metabolite spricht zudem für die metabolische Stabilität der erhalten Produkte, welches eine grundlegende Voraussetzung für eine weitere Umsetzung durch zusätzliche Modifikationsenzyme, wie Cytochrom P450-Enzyme oder Prenyltransferasen darstellt. AtqA und AstA weisen eine Sequenzidentität von 70% zueinander und 66% bzw. 68% zu TdiA einer bekannten DDAQ D-Synthase aus A. nidulans auf. Die Expression von AtqA und AstA in dem S. cerevisiae Stamm KO3 bestätigte die Bildung von DDAQ D in den beiden Transformaten. Nach 48Std. konnten 2,4 mg/l des Metabolites aus den Kulturen gewonnen werden. Diese bisher beschriebenen Verbindungen sind Vorläufer bekannter biologisch aktiver Metaboliten aus Ascomyceten (da Silva et al. 2017; Dewi et al. 2015; Li 2010; Rao et al. 2000; Schneider et al. 2007) und werden bis aus Phenguiganrdsäure durch nachfolgende Enzyme modifiziert (Sun et al. 2016).  Für das bis zu dieser Arbeit noch nicht charakterisierte NRPS-ähnliche Gen atrAAt, konnte die Bildung von Atromentin beobachtet werden. Durch die von AtrAAt katalysierte 
 
Dimerisierung von 4-Hydroxyphenylpyruvat wird Benzochinon als Kernstruktur von Atromentin gebildet. Nach unserem besten Wissen ist dies der erste Bericht über eine Atromentinsynthetase in Ascomyceten. Der Benzochinonring findet sich in dem von AtqA bzw. AstA aus C. globosum synthetisierten DDAQ D wider. Die Sequenzidentität von AtrAAt zu AtqA und AstA beträgt jedoch nur 44% bzw. 46% und ist damit deutlich niedriger als die 56% von AtrAAt mit ApvA, welches für die Bildung einem Produkt mit unterschiedlichen Strukturkern verantwortlich ist. Beispiele für die Dimerisierung von Hydroxyphenylpyruvat zu Atromentin durch NRPS-ähnliche Enzyme lassen sich dennoch in Basidiomyceten finden. So wird die Bildung von Atromentin in Suillus grevillei durch GreA, in Paxillus involutus durch die Enzyme InvA1, InvA2 und InvA5 und in Tapinella panuoides mit Hilfe von AtrA katalysiert. Deren Polypeptidketten bestehen aus 953 bis 957Aminosäuren (Braesel et al. 2015; Schneider et al. 2008; Wackler et al. 2012) und weisen lediglich eine Sequenzidentität von etwa 37% zu dem 920 Aminosäuren langen Peptid von AtrAAt auf (Tabelle 7-3). In Streptomyces rapamycinicus findet sich das NRPS-ähnliche Enzym EchA, welches zur Herstellung von Polyporsäure zwei Phenylpyruvatmoleküle aktivert und diese über den gleichen Benzochinonkern wie Atromentin verbindet (Zhu et al. 2014). Für AtrAAt und EchA wurde eine Sequenzidentität von 39% berechnet (Tabelle 7-3), die mit denen von AtrAAt mit verschiedenen Atromentinsynthetasen aus Basidiomyceten vergleichbar ist (Tabelle 7-3). Ein Vergleich der TE-Domäenen zeigte sich, das AtrAAt als auch AtqA und AstA die katalytische Triade aus einem Serin, Asparagin und einem Histidin besitzen, die nach einer Hypothese aus 2015 für die Formierung von Benzochinon als Strukturkern verantwortlich ist (Abbildung 7-1) (Braesel et al. 2015). Für die Bildung von anderen Strukturkernen sollte nach dieser Studie die Triade statt einem Asparagin eine Asparaginsäure enthalten. Für BtyA und PgnA trifft diese These zu aber in ApvA und MelA wurde die für Chinonsynthasen typische Ser, Asn, His Dreiergruppe gefunden (Abbildung 7-1). Diese Ergebnisse liefern ein hervorragendes Beispiel dafür, dass die Sequenzanalysen einen Hinweis auf die Funktion liefern können, die Genfunktion jedoch nach wie vor experimentell nachgewiesen werden sollte.  Die in diesen Experimenten ausgewählten sieben NRPS-ähnliche Gene, die für Enzyme mit einer A-T-TE-Architektur kodieren, wurden erfolgreich in S. cerevisiae exprimiert. Die identifizierten Metabolite stimmen mit den in anderen Studien detektierten Substanzen überein Die Grundstruktur wurde also nicht durch Wirtsenzyme verändert. Daher bietet diese Studie eine praktische Plattform für den funktionellen Nachweis von NRPS-ähnlichen Genen.  Frühere Studien weisen darauf hin, dass die meisten Produkte der NRPS-ähnlichen Enzyme Grundgerüste für vielfältige biologisch aktive Sekundärmetabolite darstellen, die durch nachfolgende Enzyme gebildet werden (Balibar et al. 2007; Guo et al. 2013a; Guo et al. 
 
2015; Guo and Wang 2014). Diese von den NRPS-ähnlichen Enzyme gebildeten Grundgerüste können auch in dem in dieser Arbeit ausgewählten Expressionsystem modifiziert werden, indem Gene, die für maßgeschneiderte Enzyme wie Prenyltransferasen (Winkelblech et al. 2015) kodieren, in die bestehenden S. cerevisiae-Transformanten eingeführt werden. Erste Arbeitsschritte für eine mögliche Ko-Expression wurden in einem anderen Abschnitt dieser Arbeit bereits durchgeführt.   
 Nachdem in vivo die Produkte der NRPS-ähnlichen Enzyme in S. cerevisiae bestätigt worden waren, sollten die Proteine auch in vitro charakterisiert werden. Dafür wurde den Proteinen zunächst ein C-terminaler FLAG-Tag angehängt. 48 Std. nach der Induktion mit Galaktose wurden die transformierten Zellen geerntet, aufgeschlossen und die Proteine isoliert. Leider konnten die NRPS-ähnlichen Enzyme in der SDS-Page nicht nachgewiesen werden. In der nachfolgenden Analyse der Proteinexpression anhand einer WesternBlot Detektion wurde festgestellt, dass obwohl die Produktbildung erst nach etwa 40 Std. stagnierte, die Proteinkonzentration der NRPS-ähnlichen Enzyme nach ungefähr 16 Std. am Höchsten war (Abbildung 4-31). Zwar wird bei einer längeren Kultivierung die Zellmasse größer aber die Zellwände der Hefen werden während der limitierten Wachstumsphase dicker und erschweren den Aufschluss der Mikroorganismen (Schweisthal et al. 2016). Daher wurden die Transformanten für die spätere Proteinisolierungen 16 Std. lang kultiviert.  Bei der Kulturvierung der Transformaten wurde jedoch beobachtet, dass die Kulturen, die Aspulvinon E produzieren sollten und sich aufgrund dessen gelb färbten, keine gelbe Färbung annahmen. Eine Kontrolle der Produktformation zeigte tatsächlich, dass kein Produkt gebildet worden war (Abbildung 4-32). Auch die Verwendung des nur sechs Aminosäure langen HIS-Tags resultierte in einer stark gehemmten Produktion der gesuchten Metabolite (Abbildung 4-32). Eine stark gehemmte Produktbildung wurde auch bei der Verwendung der Konstrukte pEH8 (AtrAAt) und pEH11 (AstA) festgestellt, die durch die Klonierung zwei bzw. drei zusätzliche Aminosäuren am C-Terminus besaßen (nicht gezeigt). Ein Vergleich des C-Terminus der NRPS-ähnlichen Enzyme zeigt, dass nach Ende der TE-Domäne fast immer drei AS folgen. Da die TE-Domäne sowohl ein Substratmolekül aufnimmt als auch die Dimerisierung der beiden Moleküle katalysiert, ist Aktivität der Proteine anscheinend sehr anfällig für Modifikationen des C-Terminus. Infolgedessen wurde ein HIS6-Tag an den N-Terminus angefügt. Mit den somit produzierten rekombinierten Enzymen konnten vergleichbare Mengen an Produkt gewonnen werden, wie durch die Proteine ohne 
 
Affinitäts-Tag. Die Proteine wurden erfolgreich aufgereinigt (Abbildung 4-34), aber auch mit unterschiedlichen Bedingungen wurden in vitro  die erwarteten Produkte nicht gebildet. Auch bei dem Einsatz von Proteinrohextrakt in den Enyzemassays konnten die Produkte der NRPS-ähnlichen nicht detektiert werden. Da die ausgewählten Bedingungen schon in anderen Studien erfolgreich für Aktivitätstests von NRPS-ähnlichen Enzymen eingesetzt worden waren, liegt das Scheiten des Experiments wahrscheinlich an inaktiven Proteinen (Geib et al. 2016; Schneider et al. 2008; Wackler et al. 2012). Bei der gewählten Aufschlussmethode werden die Hefezellen mit Glaskugeln zerstört und durch das Mischen auf dem Vortexgerät werden die Hefen kurzzeitig erwärmt, was einen Proteinabbau begünstigt. Außerdem wirken starke Scherkräfte durch die Glaskugeln. Daher sollten für zukünftige Versuche eine andere Methode zum Aufschluss der Zellen verwendet werden. Alternativ sollte auch eine Aufreinigung aus E. coli in Betracht gezogen werden. Die im Vergleich zu NRPS relativ kleinen NRPS-ähnlichen Proteine sollten sich leicht in E. coli exprimieren lassen. Bei einer erfolgreichen Expression und Produktformation wäre dies unserem Wissen nach auch der ersten Beispiele für eine Expression von NRPS-ähnlichen mit einer A-T-TE-Struktur in E. coli. Als Grundlage für diese Experimente wurden daher die NRPS-ähnlichen Gene in den pET28a(+) und in den pEQ60 Vektor kloniert (Tabelle 3-8). Außerdem wurde das NpgA Gen in den pET28a(+) Vektor kloniert. Aufgrund von Zeitmangel konnte die Expression bzw. die Proteinisolierung in E. coli leider nicht mehr durchgeführt werden. 
 
 Ein weiterer Aufgabenbereich bei der Arbeit mit den NRPS-ähnlichen Enzymen sollten die Enzyme an sich modifiziert werden. Wie bereits erwähnt können NRPS auf vielfältige Weise manipuliert werden, um ein gewünschtes Produkt herzustellen. Dabei ist aufgrund mangelnder Daten zu den A-Domänen von NRPS-ähnlichen Enzymen eine gezielte Manipulation der A-Domäne sehr schwierig und der Austausch von ganzen Modulen unmöglich, da die NRPS-ähnlichen nur aus einem Modul bestehen. Somit wurde beschlossen, die Domänen der verfügbaren NRPS-ähnlichen miteinander zu rekombinieren, um andere Produkte zu synthetisieren. Als Basis sollte weiterhin das Expressionssystem in S. cerevisiea zusammen mit dem pESC-URA Vektor dienen. Die designten Produkte sollten aus den Kulturen aufgereinigt und die Struktur aufgeklärt werden. Dafür wurden die gewünschten Domänen mit homologen Sequenzüberhängen amplifiziert und mit Hilfe der Homologen Rekombination in E. coli in dem Vektor pESC-URA fusioniert. Die A- bzw. A-T-Domänen von ApvA, PgnA, AtqA wurden ausgewählt um die drei verschiedenen Substrate 4-Hydroxyphenylpyruvat, Phenylpyruvat und Indol-3-Pyruvat zu aktivieren. Außerdem wurde die A- bzw. A-T-Domäne von AstA getestet, da sie von aus einem anderen Organismus stammt. Die Gene wurden anschließend mit den T- oder T-TE-Domänen von ApvA, BtyA, PgnA, AtrAAt oder AstA komplementiert, die für die Bildung der Kernstruktur verantwortlich sind.  Die Substrate Phenylpyruvat und 4-Hydroxyphenylpyruvat unterscheiden sich lediglich in einer Hydroxyl-Gruppe, daher war bei einem Austausch der beiden Substrate eine erfolgreiche Produktbildung erwartet worden, was auch schon in einigen wenigen Beispielen bestätigt worden war (van Dijk et al. 2016; van Dijk and Wang 2018). Wie erwartet wurden für die Konstrukte, bei denen die A- bzw. A-T-Domänen ApvA und die T- oder T-TE-Domänen von AtrAAt, AstA, PgnA und BtyA eingesetzt wurden, in allen getesteten Kombinationen das gesuchte Produkt detektiert werden. Dabei war die Konzentration von Atromentin mit 0,5 – 0,8 mg/l bzw. Butryrolacton IIa mit 30,5 mg/l (pEH118) oder 25,3 mg/l (pEH119) vergleichbar mit der Produktausbeute der natürlichen NRPS-ähnlichen Enzyme. Erstaunlich ist, dass die beiden Konstrukte mit der TE-Domäne von AstA (pEH48 und pEH59) ähnlich Erträge haben, wie die Konstrukte mit der TE-Domäne von AtrAAt, obwohl AstA ursprünglich Indolpyruvat aktiviert. Die Kombination der A-Domäne von ApvA und der TE-Domäne PgnA (pEH50 und pEH60) lieferte auch die erwartete Phenylguignarsäure, welches in den pEH60 enthaltenen Hefen mit 8,6 mg/l das dominante Sekundärmetabolit bildet. Die 
 
Konstrukte, die die A-Domäne von PgnA enthalten, hatten im Vergleich mit den natürlichen Produkten mit der gleichen Kernstruktur eine deutlich geringere Ausbeute von höchstens 0,1 mg/l.  Ermutigend ist, dass bei der Verwendung von den A/A-T-Domänen von AtqA und AstA in einigen Konstrukten die erwarteten Sekundärmetabolite nachgewiesen werden konnten. Da die TE-Domänen von ApvA, BtyA, PgnA und AtrAAt deutlich kleine Substanzen verwenden, ist das aktive Zentrum wahrscheinlich kleiner und kann so das größere Indolpyruvat nicht aufnehmen.  Die Untersuchung der Produktivität der erhaltenen Transformanten ergab, dass die TE-Domäne von BtyA eine breite Substratflexibilität zeigte und gut mit A/A-T-Domänen anderer Enzyme rekombiniert wurde. Die Konstrukte mit der TE-Domäne von BtyA führten zu den höchsten Produktausbeuten unter denen mit derselben A-Domäne, d.h. 25,3 mg/l für pEH119 und 30,5 mg/l für pEH118, 0,1 mg/l für pEH62 und 0,6 mg/l für pEH120 und 0,5 mg/l für pEH71 und pEH66. Interessanterweise waren die Produktausbeuten einiger Konstrukte, die die A-T-Domänen eines Enzyms und die TE-Domäne eines anderen Enzyms enthalten, höher als die der zugehörigen Konstrukte mit der A-Domäne und der T-TE-Domäne, z. B. 8,6 mg / l für pEH50 gegenüber 0,7 mg / l für pEH60 und 0,6 mg / l für pEH120 gegenüber 0,1 mg / l für pEH62. Bei AstA und PgnA war die Kombination aus A und T-TE (pEH68) jedoch produktiver als die Kombination aus A-T und TE (pEH73).  In der hier vorgestellten Arbeit konnte gezeigt, werden dass ein Austausch einzelner Domänen zwischen den NRPS-ähnlichen Enzymen möglich ist. Insgesamt wurden 34 rekombinierte Konstrukte hergestellt und für 21 Konstrukte wurde das theoretisch vorhergesagte Produkt nachgewiesen. Für alle verwendeten A-Domänen konnte für mindestens eine Rekombination das erwartet Produkt nachgewiesen werden. Besonders beeindruckend ist, dass auch die Indolpyruvat aktivierenden Enzyme in 5 der Konstrukte erfolgreich das Produkt detektiert wurde. Die Hefe eignet sich daher auch als Expressionsplattform für die Modifikation der NRPS-ähnlichen Enzyme. Weiterführend wäre es interessant, z.B. durch ein molekulares Modeling die T-TE-Strukturen zu untersuchen und anschließend zu modifizieren, sodass auch bei den unnatürlichen Substanzen die Produktausbeute gesteigert werden könnte. Alle bekannten Beispiele von NRPS-ähnlichen mit einer A-T-TE-Architektur aktivieren -Ketosäuren. Eine Modifikation der A-Domänen wäre somit auch von Interesse.  
 
 In Genom von A. terreus  finden sich die putativen Prenyltransferase Gene ATEG_00702, ATEG_02823 und ATEG_03092 in den Clustern der in dieser Arbeit untersuchten NRPS-ähnlichen Enzyme (Tabelle 4-11). Auch in C. globosum liegt mit ATEG_03684 ein Prenyltransferasegen in der näheren genetischen Umgebung von astA. Des Weiteren ist bekannt, dass die NRPS-ähnlichen Produkte Aspulvinon E und Butyrolacton IIa durch die Prenyltransferase AbpB (ATEG_01730) modifiziert werden können (Guo et al. 2015). In unserer Arbeitsgruppe wurde bereits mit diesen fünf für Prenyltransferase kodierenden Gen gearbeitet, aus unterschiedlichen Gründen konnten sie bis zu diesem Zeitpunkt aber nicht biochemisch charakterisiert werden (Rigbers 2014; Tarcz 2014; Wunsch 2014).  Wurde aus dem Stamm A. terreus A1156 bzw. C. globosum DSM 1962 amplifiziert und in die MCS2 des pESC-HIS eingebracht. ApbB wurde außerdem in die MCS2 des pEH10 Vektors eingefügt, wodurch eine Co-Expression beider Gene mit einem Plasmid möglich wurde. Für die Indolpyruvat aktivierenden NRPS-ähnlichen Enzyme konnte auch deren Produkt DDAQ D nicht nachgewiesen werden. Da die Co-Expression auf Grund von begrenzter Zeit aber nur ein einziges Mal durchgeführt wurde, kann dies an Problemen bei der Co-Transformation gelegen haben. Bei den Transformaten konnten die durch die NRPS-ähnlichen Enzyme hergestellten Substanzen detektiert werden, leider aber nicht die prenylierten Strukturen. In dem pEH23 Konstrukt sind beide Gene auf einem Plasmid kodiert, wodurch ausgeschlossen wird, dass bei unvollständigen Co-Transformation nur eines der Plasmide in die Hefe inseriert wurde. Trotzdem ist auch in dem pEH23 Konstrukt nur das unprenylierte Aspulvinon E nachgewiesen worden. In der näheren genetischen Umgebung der NRPS-ähnlichen befinden sich noch andere modifizierende Enzyme. Eventuell erkennen die Prenyltransferasen nur die modifizierten Substanzen. Da Aspulvinon H und Aspulvinon I dem einfach bzw. zweifach prenyliertem Aspulvinon E entsprechen ist auch ist eine fehlgeschlagene Prenylierung wegen fehlender vorhergehender Modifikationen unwahrscheinlich. Die Prenylierung konnte wahrscheinlich aufgrund von zeitlichen Unterschieden nicht erfolgen. Die Konzentration der NRPS-ähnlichen Enzyme in den Hefen nimmt schon nach 16 Std. deutlich ab. Wird von einer ähnlichen Expression der Prenyltransferasen ausgegangen, nimmt auch ihre Konzentration ab, während ihr Substrat noch nicht oder nur in minimalen Konzentrationen produziert wurde. Daher sollten für 
 
fortlaufende Versuche die NRPS-ähnlichen Enzyme unter die Kontrolle eines konstitutiven Promotors gestellt werden. Die hier eingesetzten pESC Vektoren erlauben theoretisch nicht nur die Kodierung von zwei Genen auf einem Vektor sondern eine co-Transformation von bsp. dem pESC-URA und dem pESC-HIS. Unter Einsatz dieser Expressionssystems können somit unterschiedliche Gene unter Einbezug regulatorischer Elemente zur Analyse ihrer Funktion heterolog exprimiert bzw. coexprimiert werden und ihre Funktion direkt in einem geeigneten Wirtsorganismus analysiert werden. Außerdem könnten in zukünftigen Untersuchungen durch die gezielte Kombination unterschiedlicher Enzymkategorien auch die strukturelle Diversität und damit einhergehend die biologische Aktivität neu gewonnener Naturstoffe erhöht werden.  
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7. Anhang  Tabelle 7-1: Übersicht der Sequenzinformationen von den ursprünglichen und re-identifizierten NRPS-ähnlichen Gene   
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Tabelle 7-2: Vergleich der Aminosäuresequenz von den NRPS-ähnlichen Enzymen aus dieser Arbeit 
  
 
Tabelle 7-3: Identitätsvergleich der Chinon-bildenden NRPS-ähnlichen Enyzme 
  Tabelle 7-4: Übersicht über die Domänenrekombination von den NRPS-ähnlichen Enyzmen, das erwartete Produkt und deren Ausbeuten  
 
TdiA           -----------------MAPSKTEIAPLRAAKYPFGNIVDALRHAAA-HTDEGIIVYHPN 42 AstA           ----------------------MGSLAVSGVDYPFDNIIDALKHTAA-HTTEGIISYSPA 37 AtqA           MT-----------RTEILSNGHAEPASNGMVQYPFDNVVDALRAA-A-NTTEGIIAYQTN 47 MicA           -------------------MVGSVVEAHRQSVGCLRNLSQLLAW--ASNTSGGLIFYSRE 39 BtyA           --------------------------------MTKIDLINLLDHAADTVAASGILIYSP- 27 PgnA           MN----------KKLKLFSMPGAQ--TSQIVIMLFQSLLHLLEAIASREPTRYIITYSI- 47 AtrAAt         --------------------------------MSFKNLQQLLKEAAAQERCGRVICYSS- 27 MelA           --------------------------------MQPSLIPSLLETAAARNGDGRVILYSQ- 27 ApvA           --------------------------------MTLNNLQALLRRVAAREDSGHVVVYGM- 27 AtrA           MAPTAVFSNPAT---NPVANLK---ASVKTAEGVPATLNDLLLQATEMYPSHELSFITSS 54 Nps3           MAPAPT-SVPLVSQPNVISDLKTALAVQGSASDHPRTLHQLLSQAAERYPLQQLGFISSS 59 InvA2          MTPIAVTPVA---PVDIIYDLK--H-TERATESSPVTLLDVFSRAVSQYPNHELSFITSS 54 InvA5          MTPIAITPVA---PVDIIYDLK--H-TERATESSPVTLLDVFSRAVSQYPDHELSFITSS 54 InvA1          MSPVAT---TTSVTPDVISSLKTSF-SAGQTSYIPSTLFDVLSYAAERYPSHELGFITSS 56 GreA           MASIAVTTTTTTTTAEFVTSPR-----TSIVPEQPNTLHDVIAQAVDSYPLHELGFITSS 55 RalA           MTT------------VA--VESSTFHVQEADHFPSLTTSDLLLQAAYRYPESGLRFVDDH 46 Bthll0240      MTA------------STLDLPRDCEHALR--AASPPNIVDLLLRAARLHPHTGVRFIAAE 46 EchA           ------------------------------------------MRAARDHAHSGVRYLVGP 18                                                                     :        TdiA           SIST-SSPPQTVSYKDLLHQAEANATRLLQQKLCSPKSIVLVHFESALDSIVWYWSVLLA 101 AstA           GAGE-APVARTVSYRELLDTAEANAGKLQKLSATKTGSVVLVHFDDALESIVWYWSVLLA 96 AtqA           NSGSETTPAQHISYKELLRTAEANAALLQSKHLTTPKQPVVVHSDNAVDSMIWYWSVLLT 107 MicA           DD---VLTSTRISYAELLADAGEKARLIGQITGLSSESIILLHFDTQREVIEWFWAATLA 96 BtyA           GN---VESPHRLTYAELRDAAQQNARRLGCMEGFAPGSLVLLHLDGYRDNMIWLWSLIYA 84 PgnA           GN---THTPEIFSYSDLLQSARKAAGALRFKYHVVPGSVVLLHFNDHWNSMLWFWATLIA 104 AtrAAt         GN---LQNPTSRSYHELMQEAQRASWALRTATCARHGSAVLLHFDSHWDSILWFWATLLA 84 MelA           GN---REDPRSITYRDLLETASKASVAVHNHQNYTPGAAVLLHFNNHLDNIVWFWAVLLA 84 ApvA           GN---TKAFKSYSYQDLLRVAIKASVALRKTSDLHPGSVILLHFDNHWDNIVWFWAASFA 84 AtrA           AH---DSSVQARTFQDFNQRVRNLASALAA-WKKPAGEVVVVYLTEHEDNMSAVWACLLA 110 Nps3           AH---DSSIQTKSYSTFNQHVRNLARALTD-WKKPVGSIVVVYLTEHEDNMAAVWACLLA 115 InvA2          AH---DSTIHTKTFAEFNQDVHALAQAMRA-WGKPTGSVIVVYLTEHEDNMAAVWASLLA 110 InvA5          AH---DSTVHTKTFAEFNQHVHALAQAMRA-WGKPTGSVIVVYLTEHEDNMAAVWASLLA 110 InvA1          AH---DSSIQTKTFSLFNAQVRNLGRALLD-LNKPAGSIIVVYLTEHEDNMAAVWACLLA 112 GreA           AH---DSSIQTKTFSAFNQYVRNLARAMLE-WGKPTGSVVVVYLTEHEDNMTAVWACLLA 111 RalA           GA---GEVD-CLSYFKLLQEAKCILAELRV-LGRRPGDKVVLLLERARDFVPAFWACVLG 101 Bthll0240      SE---HKGA-FVTYPELLDEARRILGGLRA-RGYRSGMKVALLLEHASDFIPAFWACALG 101 EchA           TA---GESV-WQPYPELLESALGLLSALRD-RGLRPQDKVALLLDRQPEFLTVLWACLLG 73                             :  :   .      :           : :      : :   *:      TdiA           GGIPALTGPGMFSQNPADRERHLRHLSETLNSPVCLTRPALLAPFEEQTADDRIKARTVD 161 AstA           GGIPAVTSPAMFSQNEADRQKHLNHLYKTFNGPLCLTRRALLEPFEEHASEKRIDTLAVE 156 AtqA           GAIPTMTGPGMFSQDAVERKKHLLHLHRTLDAPLCLTRRALMGPFNENAGL--LQCLAFE 165 MicA           GYLPAISTP--FVDDTARRKAHLLHLHAQLNQPVVLTSKRLVPEFLGLEEL---RLHDVE 151 BtyA           GCIPVMSTP--FAHHEEHRRSHLLHLQSLLRDPICLTRQGLEAQFPPDVGF---RLCNIE 139 PgnA           DCIPAMSTP--FSNNPETRLRHLKHLSTTLRSPKCLTTASLAAEFAGQEYI---TPICVQ 159 AtrAAt         GCVPVMSTA--LPNNTSLRTAHLEHLSRTLNGPLCLTRARMAPEFSEQTCI---EPIAVE 139 MelA           GCIPAITPA--FSNNPVQRVANLEHLSSTLITDWCLTSQALLVEFAGQDAI---EPVSVE 139 ApvA           GCLPAISAS--FSNDASQRTAHIERLSTTLMHPLCLTNERIMADFAGQDAV---QPLAVE 139 AtrA           GLVPCLQPA--LSAQQEHKEGHIAHIRKLFGSATWLTNDAGAMQLDTIKGL---DVHLFS 165 Nps3           GYIPCLQPA--LSAQQSHKEGHINHIKNLFLSATWLTNEIGAEQVMSVDGI---DIHLFS 170 InvA2          GYVPCLQPA--LSAQQAHKEGHVGHIKNLFSSATWLTNESGAEQVQSISGL---DIHLLS 165 InvA5          GYVPCLQPA--LSAQQAHKEGHVGHIKNLFSSATWLTNESGAEQVQSISGL---DIHLLS 165 InvA1          GYVPCLQPA--LSAQQAHKEGHVAHIKNLFGSATWLTNEAGAEQVSSIAGL---EIHLLS 167 GreA           GFVPCLQPA--LSAQQAHKEGHVAHIKNLFGSATWLTSELGAEQINSISGL---EVHLLS 166 RalA           GVIPCPVAP--IRHDPMRWQKTLEHIDALLDSPLFITTHTLKAGLPDTMEV---V--TLD 154 Bthll0240      GFVPCPLVP--IRNDPERWAKHLAHVDTLLDHPLLVTTEALNNDLPGGASA---V--NLN 154 EchA           GFVPCPMVP--VSGDPARWAAQLTHVNGLLGGPLLVTTEATRAELPEVPGL---AVAVVE 128                . :*       .  .       : ::   :     :*       .             ..  Abbildung 7-1: Vergleich der Proteinsequenzen der NRPS-ähnlichen Enzyme mit Clustal Omega. Die Domänenregion wurde mit dem NCBI conserved domain prediction Program bestimmt. A-Domänen wurden in grün, T-Domänen in rot und TE-Domänen in blau hervorgehoben. Die als Rekombinationspunkt ausgewählten Aminosäuren sind in gelb hervorgehoben. Die in den roten Kästen hervorgehobenen Aminosäuren wurden als Teil der katalytischen Triade vorgeschlagen (Braesel et al. 2015).      
 
 TdiA           EILAAPEIA--DVADAPLPALTPSSTDMLALMLTSGSSGNAKAVPLTHQQLLAAFRGKST 219 AstA           DFDKEPAA------TSTRRAFKPSAADVVALMLTSGSSGNAKAVPLSHEQLFAAFRGKTE 210 AtqA           DLSPSPDGS--N--ASLPPSINPSPMDVAALMLTSGSSGTAKAVPITHQQVLAALRGKTA 221 MicA           SLLSSAAKD----GLIQYLGVQKLAEDVAVLMLTSGSTGSAKAVPLRHGQLLTAIQGKST 207 BtyA           SISGGS-NPFTSPRLGQPPGQDDNVDDIALLMLTSGSTGHAKAVPLTHSQLLSALAGKER 198 PgnA           SLDYENLVHL----------PIKEGGDIAVLMFTSGSSGHCKVVPLTHEQILASLSGKAW 209 AtrAAt         TFDMQTSSK--------EDHVDSAPDDTAVMMLTSGSTGRPKAVCLTHGQILSSIVNKLS 191 MelA           TLGWEKASPDSNT-----ASVKAKPTDTALLLFTSGSTGKSKAVCLSHFQIVSAIAGKLS 194 ApvA           TLVLNGDVSFEAL---PQEHPEPSLSDDALLLFTSGSSGNSKGVCLSHGQILASISGKYA 196 AtrA           DLLASAE--KSS-VAANYVARQSQPDDEAILFLTSGSTGFSKAVVHTHRTIINACIAKGA 222 Nps3           DLKLAAE--GYN-VPADWAAVEAKPDDEAILFLTSGSTGFSKAVVHTHRTIIASCYAKGQ 227 InvA2          ELKASAE--A----GVDFQAHQPNSDDEAILFLTSGSTGFSKAVVHTHRTILAACHAKGE 219 InvA5          ELKASAE--A----GVDFQAHQPNPDDEAILFLTSGSTGFSKAVVHTHRTILAACHAKGE 219 InvA1          ELKIAAE--GYS-VSADWTARTVQPDDEAILFLTSGSTGFSKAVVHTHRTILAACYAKGE 224 GreA           ELKSSAE--KFT-VAADWVAYEAKPDDEAILFLTSGSTGFSKAVVHTHRTILAACRAKGQ 223 RalA           ALRHAHS------VSPLVPVHPARVNDPAVFVLTSGSTGNSKAVVLTHGNLLASMAGKNG 208 Bthll0240      ALRASL---------PDASTHVAQPSDPAVFVLTSGSTGNAKAVVLTHGNLLASMAGKND 205 EchA           ELRAAEDASGAE-RGQPPAIHSAAPDDLALLVLTSGSTGNSKAVMLTHGNILASMAGKAG 187                 :                        *   :.:****:*  * *   *  :. :   *    TdiA           AASLRFPRSPFLSWVHMDHVANLVHCHIFAIVSGISQIQVPAPDLLINPAQLLNLISRHR 279 AstA           AANLTFPDSPFMSWVNMDHVANLVHCHLFAIASGVSQIQVPAANVLVDPAQLLNLISRHR 270 AtqA           VAQLSHPTSPFLSWVHMDHVANLVHCHLFAIVAGVSQVQVPAANVLVDPMQLLNLLSRHR 281 MicA           HHGTL-PGDVFYNWVGLDHVASLTEIHLHALILGSDQVHTAASELLRNSLQFVRLLDTHK 266 BtyA           FLQLR-QHGPSLNWVAFDHIASLAEMHFHPIFACIDQVHVAAADVITDPLILLELIHRHR 257 PgnA           TFPLP-DNTAQLNWVGMNHVASLVEVHLFSIYTHSDQVHIPTVEVLSHVTLFLDLIHRHR 268 AtrAAt         VVPLR---GPFMNWIRLDHVAALTEIHLPAILSNKDQVHVQSADLLANPVEFIRLASEHR 248 MelA           VVPLP-EQSSFLNWVGLDHVAAIIEIHLQALYADLDQVHVPGSDVISDPIWFLDLMATHR 253 ApvA           VRPLP-DNTSFLNWVGLDHVAAIVEIHLQAMYALKTQVHVPAADILSSPATFLQLLEKHR 255 AtrA           NYRLT-PQTNILNWVGFDHVAGSLEMHIAPLLYGCSQLHVHASAILSDPLLLLRLIDERS 281 Nps3           SYGLT-SETNVLNWVGFDHVAGSLEMHITPLLFGSYQLHVHASTILSDPLSFLRLIDDKS 286 InvA2          SYGLT-SESKIMNWVGFDHVAGSLEMHIAPLLYGASQLHVHASAILSDPLRFLHLIEEKS 278 InvA5          SYGLT-SESKIMNWVGFDHVAGSLEMHIAPLLYGASQLHVHASAILSDPLRFLHLIEEKS 278 InvA1          AYGLT-SESNILNWVGFDHVAGSLEMHIAPLLYGASQLHVHASAILSDPLRFLQLIDEKS 283 GreA           SYGLT-SESQVLNWVGFDHVAGSLEMHITPLLYGASQLHVHASAILADPLRLLRLIDEKS 282 RalA           YQRLG-SDDVTLNWISFDHVAALLEAHLLPLSVGAAQIHVDSAPILSDPLLFLRLISDHR 267 Bthll0240      RQQLA-GADVTLNWISFDHVAALLEAHLLPLYVGAVQLHVEAAAVLTDPLRFLRLVSRYR 264 EchA           KQRLT-ATDTTFNWISYDHVAALLEAHMLPLYVGAEQLHAEAAVILEEPLRFLRIISRHK 246                            .*:  :*:*   . *:  :     *::     ::     :: :       TdiA           VSRTFMPNFLCAKLRRQLESGSPE--YILDPGLNLET-LYIDTGGEANVTEVCIALQSL- 335 AstA           VSRTFAPNFLLAKLRRQLEAGKTD---TLDADLNLQT-LFLDTGGEANVIEVCAALQPL- 325 AtqA           VSRTFAPNFLFAKLRRQFDAGRTD---SLDADLNLAA-LYLDTGGEANVIDVCAGLQPI- 336 MicA           VAYTFAPNFFLTKVLDSLRENPT-------FTADLSSLKALISGGESNVVVTCDKLTRE- 318 BtyA           VGITFAPNFLLAKLLDSLEREP-S--PSS-RPWDLSCLMHLLSGGEANVVDTCARLARRL 313 PgnA           VSRTFAPNFFLAKLRAALSADDTL--AK--YTGSLSNLRYIVSGGEANVTQTINDLAQM- 323 AtrAAt         VAKTFAPNFFLATLRDALCATQ----HDS-PKWDLSGL-YIFSGGEGNVTRTCDEISKL- 301 MelA           VSRTFAPNFFLARIRDALVQNARS--ASP-RQWDLSGLRYVASGGEANTTKTCDELSQL- 309 ApvA           VSRTFAPNFFLAKLRDLLQENDSL--PEP-RRWDLRSLEYVASGGEANVTKTCDRLSEY- 311 AtrA           IDIAFAPNFLLAKMVRDLEKRTD-----LHGKFDLSSLRRMNSGGEAVVSKTAVAFVQL- 335 Nps3           INIAFAPNFLLAKLARDLEKRSE-----LYGAFDLSSVKRINSGGEAVVSKTAKIFVTV- 340 InvA2          IQLAFAPNFLLAKLTRDLEKRSD-----LFGKFDLSSIKRINSGGEAVVSSTAQAFART- 332 InvA5          IQLAFAPNFLLAKLTRDLEKRSD-----LLGKFDLSSIKRINSGGEAVVSSTAQAFART- 332 InvA1          INVAFAPNFLLAKLTRDLEKKTE-----LFGSFDLSSVTRINSGGEAVVSKTAKAFVAT- 337 GreA           IELAFAPNFLLSKLTRDLEKRTD-----LFGSFDLSSIKRINSGGEAVVSKTAQAFAAT- 336 RalA           VSMTFAPNFLFGQINAALQAKDAQ--AQAKHSFNLSRLRHIISGGEAVVVETGHRFIEL- 324 Bthll0240      VTMTFSPNFLFGQLNAALEAMGDEALAAWRGAVDLSSLRHVVSGGEAIVVATGQRFLDL- 323 EchA           VTMTFTPNFLLGPLNSSAHEMAEEISA-GGEGLDLSALRHIVSGGEANVVATGEAFLAH- 304                :  :* ***:   :                   .*     : :***. .  .   :          Fortführung von Abbildung 7-1   
 
 TdiA           LSRYGAPD----NVFKPSFGMTETVAGCIFNSH-CPSYDHAQRHEFACLGKPMPGVRMRV 390 AstA           LARYGAPA----DVFKPSFGMTETCAGCIFNTE-CPSRDQANKSEFASLGQCMPGVQMRI 380 AtqA           LARYGAPA----DVFKPSFGMTETCAGCIFNSH-CPSYDQARLHEFASLGTPMPGVRMRI 391 MicA           LRRRGVQA----EVIRPGFGMTETCAGSIYSRA-CPSYDIRQSLEFASLGSCIPGMHMRI 373 BtyA           TQDYGVPS----TCIKPAFGMTETCAGCSFNDR-FPTYETVHMLDFASLGRGVKGVQMRV 368 PgnA           LKKCGAVS----NVIVPAFGMTETCAGAIYNTS-FPQYDVEHGLPFASVGSCMPGIQVRI 378 AtrAAt         LGRYGAPP----NVIVPGFGMTETCAGAINNTS-CPWYDIERTSDFASLGTCMSCIRMRI 356 MelA           LKSFGAPL----NVIVPGFGMTETCAGAIFNTN-CPDYDKKHGLEYTSVGSCMPGIFMRV 364 ApvA           LVAFGAPK----DVIVPGFGMTETCAGSIFNTR-CPEYDKSRSAEFASVGTCMPGISMRV 366 AtrA           LKKLGRNPSKVSFKVAAGFGMTETCAGCIYDVVDLAEN--SPKHEFLALGAPVHGCEMRI 393 Nps3           LKALAKDPSKVSFVVSAGFGMTETCAGCIYDPIDLSVI--NPMHEFLDLGRPIQGCEMRI 398 InvA2          LKNLAKDG-DASFVISAGFGMTETCAGCIYDPINVLET--PPSYEFLELGTPVAGCEMRV 389 InvA5          LQNLAKDG-DASFVISAGFGMTETCAGCIYDPINVLET--PPSYEFLELGTPVAGCEMRI 389 InvA1          LKNLSRDPSKVSFVISPGFGMTETCAGCIYNPADVSTS--EPNYEFLELGTPITGCEMRI 395 GreA           MKQLSKNPSAVSFVISAGFGMTETCAGCIYDPVDVLKN--KPAHEFLDLGRPINGCEMRI 394 RalA           LAPYGLVA----SALWPAFGMSETCAGSIYSRN-FPDG--DQRREFASLGYPVAGLQIRV 377 Bthll0240      LAPCGLAR----DALWPAFGMTETCAGSVYSRE-FPEG--DAGREFASLGLPVAGLQMRI 376 EchA           YAPYGLRE----AALWPAFGMTETCAGSIYNRA-FPAT--DAGQEFANLGTPVEGLRIRV 357                    .         .  .***:** **.  .              :  :*  :    :*:  TdiA           TRLDTPSEEAAPGERGSLEVTGEVVFKGYYNNPAATAEAFTSDGWFRTGDLAFIDSNGNL 450 AstA           SRLDGA-GDAATGERGSLELKGDIIFKGYYNNTTATTDAFTADGWFRTGDLAYLDASRCL 439 AtqA           SRLDGS-GEAAPGERGHLEITGEAIFHGYYNNPTATADAFTADGWFRTGDLAYIDAGGHL 450 MicA           MSITEPGKLAAPGESGELQVAGPVVFDHYYNDETATRNAFTPDGWFITGDLGWIDDAGNL 433 BtyA           TSLSTGQPVDDHSEVGNLELSGPSVFRGYYNNSQATRDSFTPDGWFRTGDLAMIDAGGQL 428 PgnA           VQLNGNGNSVPPGTVGNLEICGPVVLKGYFNDPAATKSTFTNDNWFKTGDLAFVDDNGML 438 AtrAAt         TDDSGGNTCVSPGETGNLEVTGSAVFKEYFNNPSATADAFTSDGWFKTGDRGLIDTNGYL 416 MelA           TNQQGD--PLPPGEMGSLELAGPVVFRQYLNNPAATQESFTMDGWFKTGDCGTLDENGYL 422 ApvA           TDLSNN--ALPSGEIGHLQLTGPVVFKRYFNNTSATQEAFTPDGWFKTGDMGCIDENGCL 424 AtrA           VDPEDGATPRSDGQPGELQVRGPMIFVRYYNNPEATKSSFVEGGWYRTGDIGIIE-NGNM 452 Nps3           VDPEDGITLRPDGESGELQVRGPMVFARYYNNPQATSSSFVEGRWYRTGDIGIIE-KGVM 457 InvA2          VNPEDGVTPRPDGESGELQVRGPMVFVRYYNNPEATSSSFVEGGWYRTGDVGIVE-QGKM 448 InvA5          VNPEDGVTPRPDGESGELQVRGPMVFVRYYNNLEATSSSFVEGGWYRTGDVGIVE-QGKM 448 InvA1          VNPEDGVTPRVDGESGELQVRGPMVFSRYYNNAEATASSFVEGGWYRTGDVGIVE-NGVM 454 GreA           VDPEDGATLRPDGESGELQVRGPMVFVRYYNNAEATSSSFVEGGWYRTGDVGIIE-NGVM 453 RalA           VDESG--APLPDGETGELQLRGPMVFGHYHKNEEATRQAFTEDGWFRSGDLGQIH-GGQL 434 Bthll0240      ADDRN--NVLPEGEAGEFQVRGPMIFQRYHNNAEATRAAFTSDGWFRTGDLGRIE-RGRL 433 EchA           ADDDH--RALPTGEIGELQLSGPMITPGYYNNHDATEEAFTPDGWFRSGDLGRID-EGRL 414                            .  * ::: *  :   * ::  **  :*. . *: :** . :.    :  TdiA           HLDGRTKEMININGVKYLPYELDAALEQAQIPGATPSYFCTFSSRDATMDTEVVVVLYLP 510 AstA           HLDGRTKEMININGVKYLPHELDASLEQAEIPGATPSYFCCFGTRDAGMDTEAVAVLYLP 499 AtqA           HLDGRTKEMVNINGVKYLPHELDAALEQAEIPGATPTYFCCFGTRTAAMDTEVVAVLYLP 510 MicA           NLAGRTKDTIIVNGVKWSSTELEAAIEEEAVSGLVRSFTVVVPTRPPGSATEEIAVVYSP 493 BtyA           VLRGRSKELICINGAKYLPHEVESAIEDAKVRGVTPGFTICFGYRPAKAQTESLAVVYLP 488 PgnA           VLAGREKDSIIVNGANYSPHDIESAIDEANIPGLISGFTCCFSTFPPSADTEEVIIVYLP 498 AtrAAt         HLAGRLKETMIINGVKYSPHEIESVLDESNIPGLTPSYNCCFCSFPPGAETEVICLVYLP 476 MelA           VLGGRAKETIIINGVKYSPHEIETAVEEHNIKGLSRSFTCCFSSLSPGAETEEIVLVYLP 482 ApvA           TLTGRAKENMIINGVNHSPHEIETALD--KIPGLTPSYSCCFSFFPSGGETEEICVVYLP 482 AtrA           RLSGRIKDTVIVHGVSYGIPELETYLQ--TVQGVTHSFLAAAPYRAPGQETEGFVVFYAP 510 Nps3           RLSGRIKDTVIVHGVSYGIPELETYLQ--LVEGVTHSFLAAAPYRAPGQETEGFVVFYSP 515 InvA2          RLSGRIKDTVIVHGVSYGIPELETYLQ--TVEGVTHSFLAAAPYRAPGQETEGFVVFYSP 506 InvA5          RLSGRIKDTVIVHGVSYGIPELETYLQ--TVEGVTHSFLAAAPYRAPGQETEGFVVFYSP 506 InvA1          RLSGRIKETVIVHGVSYGIPELETYLQ--TVEGVTHSFLAAAPYRAPGQETEGFIIFYAP 512 GreA           RLSGRIKDTVIVHGVSYGIPELETYLQ--TVEGVTHSFLAAAPYRAPGQETEGFIIFYSP 511 RalA           RLVGRSKDSIVVSGANYFSHELEVALE--QLDGIERSFVAAFPTRPKGVDTELLVVIFAT 492 Bthll0240      WLVGRSKDSIIVNGVNYFSHELETTLE--ALDGVKPSFVAAFPTRGAGDESEQLVVTFTP 491 EchA           TLVGRSKDSVIVNGVNYFSHEIEAALE--QLDDVAGGYVAAFPTRRPGSDTEQLVIAVSP 472                 * ** *: : : *..    :::  ::   : .    :            :* . :           Fortführung von Abbildung 7-1  
 
 TdiA           SYVESDDEARF---STQSSIIRVVAMHTRSRPR-VVPLRPQDMPKSTLGKLSRAKLKTAL 566 AstA           SYDLSDDAARF---ETQRNIARVVSLHTRSRPR-VVPLRAQDMPKSTLGKLSRAKLRAGL 555 AtqA           AYDEADDAARF---DAQSSIIRLISMYTHSRPR-VVPLRREDMPKTTLGKLSRAKLQAAL 566 MicA           AYAPEDYHARY---ETAQVISKTVSLLTGTKPARLIPLPQSLLEKSSLGKISHSKVRAAL 550 BtyA           AYEEADVESRS---QAQNAIIRVGLIMTGTRPY-VLPLDAHTLVKSSLGKISRNKIKTGL 544 PgnA           NYTPADTVRRS---ETAAAIRKVAMMSVGVRAT-VLPLDRTMLEKSTLGKLARGKIKAAY 554 AtrAAt         TYPEEDIRARI---QTTDAISKCIVMLTGSRPV-IIPLDKGLLQKSALGKLSRSSIKASY 532 MelA           TYAPEDIPARA---ATADAISKVVLMSTGSRPH-IIPLEQALLPKSTLGKLSRSKIKAAY 538 ApvA           TYSPDDLAARA---QTADAISKTVLMSTGSRPH-VLPLEREALPKSSLGKLSRAKIKAAY 538 AtrA           TFDLQGDDASKKLSETHRAIKDVSVKMMTLPPQHIVPIPMDQMEKTTLGKLSRARLLSQF 570 Nps3           TFDLNEEDASNKLAATHRALRDISVKMITLPPQQIIPIPIDQMEKTTLGKLSRARLLTLF 575 InvA2          TFDLDSEDAPAKLFATHRALRDVSVKLITLPPQQIIPIPINQMEKTTLGKLSRARLVNLF 566 InvA5          TFDLDSEDAPAKLFATHRALRDVSVKLITLPPQQIIPIPINQMEKTTLGKLSRARLVNLL 566 InvA1          TFDLYGEDASSKLFATHRALRDISVKMITLPPQHIVPIPVNQMEKTTLGKLSRARLTGLF 572 GreA           TFDLNGADASTKLFATHRALRDICVKMITLPPQFVVPIPVNQMEKTTLGKLSRARLISLF 571 RalA           TIPLNDEARLHQL---NVAIRNTTILLWGFRPALILPLPKTDFPKTSLGKIQRATLRKRL 549 Bthll0240      SFPLDDEDALYRL---VIAIRNSTILLWGFRPALILPLPEDEFPKTSLGKTQRAIMRKRL 548 EchA           EPADDDEAGLHRM---ITAVRSTVVIHWGFRPFLILPLPKDAFPKTSLGKTLRRRMRQRL 529                                   :              ::*:    : *::***  :  :      TdiA           EEGQFATQQQINDEAIRRYQQKTRASPETPDEAVILDIIKEQLEIRSDDDSFGVNDSILS 626 AstA           ESGAFKAQQEANDAAVKRYRLATRSEPENDAETAILDIVRQQLELSA-EDDFGVNDSVLA 614 AtqA           EAGQFAAYEAANEAAIRRHRDTMRGEPASAEEATILSIIREQLEIPE-ADDFGVTDSILS 625 MicA           ESGEYASIERADQLILAQYRQFKWRPAKSDSERAVQKALVEFLQV-P-AEGINMDDSIYD 608 BtyA           ESGAFQAFEETNNRLLKLRQSTPVVPAGNETETLLLAAALHVFRV-T-ADEFGVETPMFA 602 PgnA           ERGDYKSYQEANEQMMALHHKVSHHQPRSGLEQSLLGVFTRTIPENL-TEDFDVLTSIFD 613 AtrAAt         EKGEYKAYQDTNSHLVKMYRQAMRTPPKDELERSLLAIFVDSLEL-S-EEEFDVQTPVFD 590 MelA           ERGEYRTHDSINRSLIARHRQATRASPKNDFEKGLLEIFLRSFKI-S-EDEFDVQTPIFD 596 ApvA           EKGEYATYQNANNELMRRYRESTRAEPQNDLEKTLLEVFTRSLSI-T-DDAFDVKTPIFD 596 AtrA           VQGALAKHVARAEELISMARGASFVTPSTDDEKALAAIYAGIFNL-Q-SNEVSARDNFFE 628 Nps3           KQGELAKHIARADELLSEARGATFVVPATITETAFAKIFAGVFNL-S-TDDISAADNFFE 633 InvA2          KQGELAKHIDRAEELVSIARGASFVAPSTETEKTLAGIYAGIFNL-S-VGDMSASENFFE 624 InvA5          KQGELAKHIDRAEELVSIARGASFVAPSTETEKTLAGIYAGIFNL-S-VSDMSASENFFE 624 InvA1          KQGELAKHIARAEELLSEARGASFVTPQTETEQTLAAIYAGIFNL-E-VADVSATDNFFE 630 GreA           KQGQLAQHIARSEELLSEARGATFVAPSTETEKALAKIYAGIFNL-A-ESEMSASDNFFE 629 RalA           ENGEFSETIAYIEKMTERQ-MGGYTPAADAIESAIIDLYADLFGI-A-GATIGATTSFFD 606 Bthll0240      EAGSYDGYKARVADLANRQ-MGGYVAPDGQTEAAVAAIFARMFQV-A-PEAISATASFFD 605 EchA           ESGGYDDVIERVAELTTRR-LGGHTPPEGETERILAGIYAEMFDT-T-PDRISATASFFD 586                  *                            *  .       :        ..    .    TdiA           IGATSMDLVAIIHRINKCLQ-PSQPLRLTDILKDSTARGLAVALATGAAPRSQDQSSTHV 685 AstA           TGATSMDLVAIMHRMNKLPLLAAHPIKLTDLLNNPTIRGLSVRIAKLTGALVETDKKPHE 674 AtqA           MGATSMDLVAIMQRVNRQLQ-LRKTLALTDMLNYATARGLCQRIAATSG-----TGRKHV 679 MicA           LGVSSLNLILLRSTLQRMLDP-KIDIPLSIILNNPTPGAIARSIDSS-------RSSLAG 660 BtyA           FGITSLDMIAWKRQAETILGH---EIPMLAIITSPTIRVLARQLQD--G-----HHGPGE 652 PgnA           LGITSIELLKLKRGIEDLIGH--GQIPLITLMTNPTIRTLSDALKQHAQ-----QRDCSI 666 AtrAAt         LGITSIDLIRLKKSIEEQRDI-DQEIPMTTLMANTTVRELSAALHDLQA--------PGT 641 MelA           VGIDSIELINLKRDIEQHLGFADATIPIIILLENTTVRELAAALDNLYR--------PKE 648 ApvA           VGINSVELIRLKRDIEDHLGMAASAIPMIMLMTHSTVRDLATALEKLQG--------PRE 648 AtrA           LGGTSIDVIRLKREGEAHFGL-S-EIPIIQILKNPIVSDLAKYVNGLVN----NDASANE 682 Nps3           LGGTSIDVIRLKREGETVFGL-P-EIPIIQILKHPVLRDLAKYIDALVS----KDNTQQE 687 InvA2          LGGTSIDVIRLKREGESAFDL-P-EIPTIQILKHPVISSLAKYVDSLIS----KDASQEE 678 InvA5          LGGTSIDVIRLKREGESAFDL-P-EIPTIQILKHPVISSLAKYVDSLIS----KDASQEE 678 InvA1          LGGTSIDVIRLKREGEAAFDL-P-EIPTIQILKHPVVSSLANYIVALKT----KGASAEE 684 GreA           LGGTSIDVIRLKREGEAHFGL-P-EIPTIQILKHPVVSSLANYVNALLS----KDSQTEE 683 RalA           LGGTSLDIIKLQQRLHRQFGA-QAGVSLAVILQNPSPRALAARIDPA------RRA-HAE 658 Bthll0240      LGGTSLDILKLKRHVEQRLGV-I-DLPIVTILQNPSVRALAARLAPG------ERVTAGE 657 EchA           LGGTSLDILRLRRQVHRRLGV-A-DLPVITVLTAPSVRQLAARLDGG------GAPGAVA 638                 *  *::::      .         :    ::       :.  :                      Fortführung von Abbildung 7-1   
 
 TdiA           YDPVVTLQPHGT-KSPLWLVHPGVGEVLVFVNLAH-HITDRPVYAFRAKGFNAAAGLPET 743 AstA           YDPVVTLQPNGT-KTPLWLVHPGVGEVLVFVNLAH-RIRDRPVYAFRAKGFNAAEG--ET 730 AtqA           YDPVVVLQPHGR-KTPLWLVHPGVGEVLVFVNLAH-HITDRPVYAFRAKGFNAAEG--ET 735 MicA           YNAIVPLQQHRHGGTPLFCIHPGSGEVLVFVALAA-HFPTRPVYALRTRGYGSN----EQ 715 BtyA           YNPVVTLQPHGS-KTPLWLIHPIGGEVLVFVSLAGLFADDRPVHALRARGLNRG----EP 707 PgnA           YNPVVVLQSQGK-KPPIWLVHPVGGEVMIFMNLAK-FIIDRPVYGLRARGFNDG----ED 720 AtrAAt         YKPVITLQNEGS-KTPLWLIHPGVGEVLVFLNLAK-YIKDRPVYALRARGFGAH----ET 695 MelA           YNPVVTLQAHGD-KNPLWLVHPGAGEVLIFINLAK-FITDRPVYALRARGFDEG----EK 702 ApvA           YDPVVTLQSHGH-KNPLWLVHPGAGEVLVFINLAQ-YIVDRPVYALRARGFNDG----EQ 702 AtrA           YDPIVPLQLSGD-KTPIFFVHPGVGEVLIFVNLAKYFQNERPFYAFRARGFEPG----HP 737 Nps3           YDPIVPLQLTGN-KTPIFFVHPGVGEVLIFVNLAKYFQNERPFYAFRARGFEPG----QP 742 InvA2          YDPIVPLQLTGN-KTPIFMVHPGVGEVLIFVNLAKYFQNERPFYALRARGFEPG----HP 733 InvA5          YDPIVPLQLTGN-KTPIFMVHPGVGEVLIFVNLAKYFQNERPFYALRARGFEPG----HP 733 InvA1          YDPIVPLQLTGK-KTPIFMVHPGVGEVLIFVNLAKYFQNERPFYALRARGFEPG----QP 739 GreA           YDPIVPLQLTGN-KTPIFFVHPGVGEVLIFVNLAKYFQNERPFYALRARGFEPG----HP 738 RalA           YDPVVPLQTSGS-KTPLFCIHPGVGEVLVFVNLANYFVNDRPFYALRARGFNPG----ET 713 Bthll0240      YDPVVPLQLTGG-KTPLFCVHPGVGEVLVFVNLAKYFVNERPFYALRARGFNEG----ET 712 EchA           YDPVVPLQTGGE-KTPLFCVHPGVGEVLVFVNLAKYFVGDRPFHALRARGFNEG----EK 693                *. :: **       *:: :**  ***::*: **      **.:.:*::*        .   TdiA           PFTSLEELFTTYRDAIKERQPHGPYAIAGYSFGGMVAFEVSKLLEQDG-DEVRYCGSWNL 802 AstA           PFKTLDEVFHTYRDSIKKRQPQGPYAIAGYSFGGMVAFEIGKLLEAEG-DEVAYCGSWNL 789 AtqA           PFTSLEEVFETYKAAMKARQPQGPYAIAGYSFGGMVAFEIAKRLEAEG-DEVRYCGSWNL 794 MicA           LFGSIEETVETYATQIRQVQPHGPYAIAGYSLGSTLAFEVAKVLEAQG-EEVKFLASIDY 774 BtyA           PFGSIHEAADAYYQAIKRVQPHGPYAVAGYSYGSLVAFEVAKRLDQHGKDEVPFFGSLDL 767 PgnA           PFHTFEEIVSTYHASIKEKQPSGPYAIAGYSYGAKVAFDIAKALEHNG-DEVRFLGLLDL 779 AtrAAt         PFASIEETVRTYYAAIKAKQPRGPYAVAGYSYGTMLAFEVSKQLEQGG-DTVGFVGSFNL 754 MelA           PFDSIEDAVTSYYNGVKSKQPHGPYALAGYCYGSMLAFEVAKKLEENG-DEVRFVGSFNL 761 ApvA           PFETIEEATASYYNGIRSRQPHGPYALAGYCYGSMLAFEVAKMLESHG-EEVRFLGSFNL 761 AtrA           FFGSMDEMVTSYANAMKKTQPKGPYAIAGYSYGGVVAFEVAKRLESMG-EEVKFVGLINI 796 Nps3           FFSKMDEMVSSYAAAMKRTQPKGPYAIAGYSYGGVIAFEVAKRLEAGG-DEVKFVGLINI 801 InvA2          FFTTMDEMVSSYAAAIKRTQAHGPYAIAGYSYGGVVAFEVAKRLEAMG-DEVKFTGLINI 792 InvA5          FFTTMDEMVSCYAAAVKRTQPHGPYAIAGYSYGGVVAFEVAKRLEAMG-DEVKFTGLINI 792 InvA1          FFTSMDEMVSCYAAAVKRTQAHGPYAIAGYSYGGVVAFEVAKRLEAMG-EEVKFTGLINI 798 GreA           FFTSMDEMVSCYAAAVKRTQATGPYAIAGYSYGGVVAFEVAKRLEAMG-DEVKFTGLINI 797 RalA           HFQSFDELVRTYVTAIRKRQPQGPYAIVGYSYGGPVALPVAQMLEAQG-EQVAFLGSIDA 772 Bthll0240      YFSSFDEMVNTYVDAIRKRQPHGPYAVAGYSYGGAVAFEIAKVLEAQG-ERVDFVGSFNL 771 EchA           PFTSFEEMVECYVEAIRARQPHGPYAVAGYSYGGAVAFEIAKALEAQG-ERVDFVGSFNL 752                 * .:.:    *   ::  *  ****:.**. *  :*: :.: *:  * : * : .  :   TdiA           PPHIK-FRMRELVWEECVIHLFYFVGLMTELAAYTHKPTLQEFNRANRRLDAIRYLRQHC 861 AstA           PPHIK-FRMRELLWDECVIHLFYFVGLMDEATAYTHKTQLCEFNKQGRRLDAIRYLRQHS 848 AtqA           PPHIK-WRMKQLLWDECIIHLFYFVDLMDEETAYTHKPKLCELERQGRRLEAVRYLRQHS 853 MicA           PPHIA-HYVRDLNWTDVLLHIAFFLELIDEKTMVEVTPYLHTLD--R--QTALTHILNIG 829 BtyA           PPFHA-QIISKSDWTESLLHLASSLSLIAEEEINTLGADLRGLP--Q--PRAIQKILARA 822 PgnA           PPSLNGTQMRAVAWKEMLLHICRMVGVIREEGIKKIYPRLEPENISP--RHAIETVMGEA 837 AtrAAt         PPHIK-TRMRQLDFTECLLHLAYFLALMSEQRAGELAAAFAGVQPSQ--ERVLDEVMQNA 811 MelA           PPHIK-MRMRELDWKECLLHLAYFLDLITQKRSRELAVELDGLD--Q--DTILQAIIDEA 816 ApvA           PPHIK-MRMRELDWKECLLHLAYFLDLVSQERSREMSVELAGLS--H--DEILDSVIQNA 816 AtrA           PPHIA-DRMHEIDWTGGMLNLAYFLSLVTKQDATDLHPKLKTMT-K---EEQLEVVWKLA 851 Nps3           PPHIA-DRMHEIDWTGGMLNLSYFLGLVSKQDADDLAPTLRPLT-R---KEQLDVVWKLS 856 InvA2          PPHIA-DRMHEIDWTGGMLNLSYFLGLVSKQDANDLAPSMRPLT-R---KEQLEIVWKLS 847 InvA5          PPNIA-DRMHEIDWTGGMLNLSYFLGLVSKQDANDLAPSMRPLT-R---KEQLEIVWKLS 847 InvA1          PPHIA-DRMHEIDWTGGMLNLSYFLGLVSKQDANDLAPSMRPLT-R---KEQLEIVWKLS 853 GreA           PPHIA-DRMHEIDWTGGMLNLSYFLGLVSKHDANDLAPALRPMT-R---NEQLEVVWKLS 852 RalA           PPVIK-HPRGKVDAVESALMLAFFLSLIDRSQIDALPERLRAIQPH---KDPCDYLFEIA 828 Bthll0240      PPHIK-YRMDELDEVEGAVNLAFFLSLIDKQQSLTLPPQLRAAMPE---QDPLAYLIDHA 827 EchA           PPHIK-YRMDELDFIETATNLAFFLDLVNKKQSLELPAELRPLS-Q---EEQLARLLRIA 807                **                  :   : :: .         :               :           Fortführung von Abbildung 7-1  
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